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SAFETY STUDIES OF JATROPHA SEED PRODUCTS 
 

Chuleratana Banchonglikitkul, Parkpoom Siriarchavatana,  
Yoothana Thanmongkol, Tuanta Sematong, Sareeya Reunpathanaphong,  

Amonrat Khayungarnnawee and Sarunya Laovitthayanggoon 
 
 

ABSTRACT 
 
 

 Jatropha curcas L. is a 3 to 4 meter tall shrub, which grows well in tropical 
climate areas including Thailand. Its seeds could be used as raw material for biodiesel 
production as renewal energy in the near future. Thus, the objective of this study is to 
evaluate the safety of Jatropha seed products such as glycerine, seed oil and biodiesel 
from two different process lines. The results of the products safety tests (OECD No. 
420,404,402,405) showed that all Jatropha seed products revealed no skin and any eye 
irritation in rabits, no acute dermal and oral toxicity in rats (LD50 > 2,000 mg/kg 
b.w.). The biodiesels from two different process lines dose at 2,000 mg/kg b.w. 
exhibited no inhalation toxic in mice (1.5 ppm/0.34 m3) and no severe pathological 
and functional effects on  lung, liver, kidney, heart, brain, ovary and testis in rats after 
longterm taken (30 days). The acute mutagenic study of those biodiesels at dose of 
2,000 mg/kg b.w. in rats’ bone marrow using chromosome aberration method (OECD 
No. 475) was investigated. Results showed that normal chromosome and significance 
(p< 0.05) mitotic index reduction were found. Moreover, those biodiesels exhibited 
the 50 % cytotoxic effect to mouse fibroblast cell line (L929) at the concentration of 
17.09 % v/v and 16.36 % v/v. 
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บทคัดยอ 

 
ตนสบูดํา (Jatropha curcas L.) จัดเปนไมพุมที่มีความสูง 3-4 เมตร, เจริญเติบโตไดดใีนเขต

รอนรวมทั้งในประเทศไทย. เมล็ดสบูดําสามารถใชเปนวัตถุดิบสําหรับการผลิตน้ํามันเชื้อเพลิงเพื่อ
เปนพลังงานทดแทนในอนาคต. การศึกษาวิจัยคร้ังนี้ จึงมีวัตถุประสงคเพื่อประเมินความปลอดภัย
ผลิตภัณฑจากเมล็ดสบูดําไดแก  กลีเซอรีน, น้ํามันสบูดํา, ไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํา, จากกระบวนการ
ผลิตที่ทําปฎิกิริยาเสร็จสิ้นสมบูรณ และจากกระบวนการผลิตที่ไมผานกระบวนทําใหบริสุทธิ์. ผล
การศึกษาครั้งนี้พบวา ผลิตภัณฑทั้ง 5 ชนิดผานการทดสอบความปลอดภัยตามมาตรฐาน OECD 
(หมายเลข 420, 404, 402, 405) โดยไมมีผลกอความระคายเคืองตอผิวหนังกระตาย, มีผลระคายเคือง
ตอเยื่อบุตาเล็กนอย, มีคาความเปนพิษเฉียบพลัน (LD50) จากการกินและสัมผัสทางผิวหนัง มากกวา 
2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม น้ําหนักตัวในหนูขาวทั้งสองเพศ  และไมพบความเปนพิษจากการสูดดม 
(มอก.309 – 2525) ของไบโอดีเซลจากน้ํามันสบูดําขนาดความเขมขน 1.5 สวนตอลานสวน/พื้นที่ 
0.34  ลูกบาศกเมตร (1.5 มิลลิกรัม/ลิตร) ในหนูถีบจักร. สวนผลการทดสอบความเปนพิษของการ
ปอนไบโอดีเซลทั้งสองกระบวนการ   ขนาด  500, 1,000  และ 2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว 
ใหหนูขาวทั้งสองเพศวันละครั้ง ตอเนื่องนาน 30 วัน, พบวา ไมมีผลพยาธิสภาพรุนแรงตอเนื้อเยื่อ
อวัยวะภายใน เชน ปอด, ตับ, ไต, หัวใจ, สมอง, รังไข และอัณฑะ, ไมมีผลตอระบบการทํางานของ
ตับและไต. สําหรับการทดสอบการกอกลายพันธุของไบโอดีเซลจากทั้ง 2 กระบวนการขนาดความ
เขมขน 2,000  มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว ตอการทําลายโครโมโซมในเซลลไขกระดูกหนูขาว 
(OECD หมายเลข 475), พบวา มีผลทําให mitotic index ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p< 0.05)  
แตโครโมโซมปกติ. นอกจากนี้ ผลการศึกษาความเปนพิษตอเซลลเนื้อเยื่อกลามเนื้อหนู (L929) ดวย
วิธี MTT assay ของไบโอดีเซลลสบูดํา, พบวา ไบโอดีเซลทั้ง กระบวนการ 1 และ 2 มีผลเปนพิษตอ
เซลลที่ความเขมขน 17.09 %v/v และ 16.36 %v/v, ตามลําดับ. 
 
 
 
 
 
--------------------------------------- 
1ฝายเภสัชและผลิตภัณฑธรรมชาติ, สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.)          

 2ฝายเทคโนโลยีสิ่งแวดลอมและทรัพยากร, วว. 
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1.  บทนํา 
 

ปจจุบันสบูดําเปนพืชน้ํามันที่มีการปลูกในประเทศ สบูดําเปนไมพุมลําตนสูง 3-4 เมตร, มี
ช่ือทางวิทยาศาสตรวา Jatropha curcas L. จัดอยูในวงศ Euphorbiaceae, เปนพืชมหศัจรรยที่เติบโต
ไดดีในภูมิอากาศเขตรอนชื้นของโลก (tropical climate), สามารถดํารงอยูไดในทุกสภาวะ แมตอง
เผชิญกับภาวะแหงแลงอยางตอเนื่อง 2-3 ปก็ตาม (Gubitz et. al., 1999). เมล็ดสบูดําสามารถนําไป
สกัดน้ํามันไดภายหลังการปลูกปที่สอง, เมลด็สีดําสนิทจะมีไขมันเปนองคประกอบมากถึงรอยละ 
53, โปรตีนรอยละ 26 (Makkar et. al. 1997) และมีรสชาติดี (Kandpal et. al. 1995) ทําใหเขาใจผิด
วาสามารถรับประทานได, แตยังไมมสีถิติของพื้นที่เพาะปลูกและขอมูลความปลอดภัยของน้ํามัน
และผลผลิตสบูดําที่เหลือทิ้งจากสบูดําอยางชัดเจน. ขอมูลความปลอดภัยที่มีอยูจะเปนขอมูลที่ได
จากประเทศแถบเมืองรอน เชน แอฟริกาตะวนัตกมกีารใชสวนราก, ใบ, ตน, เมลด็ และผลสบูดํา
เปนยาแผนโบราณกันอยางกวางขวาง. โดยสวนของเมลด็ใชสําหรับขบัพยาธิ, เปนยาถาย, เปนยา
สําหรับการทําแทง. นอกจากนี้ ยังสําหรับใชรักษาโรคตับแข็ง, โรคเกาต, อัมพฤกษ และโรค
ผิวหนัง. สวนน้ํามันจากเมล็ดสบูดําใชเปนสวนผสมรักษาอาการของโรครูมาติซึม, อาการคันของ
ผิวหนัง, รักษาไข, ดีซาน, โกโนเรีย, ใชเปนสารขับปสสาวะ และน้ํายาบวนปาก. สวนของใบสบูดาํ
มีการนํามาใชประโยชนเปนสารหามเลือด, สวนของเปลือกใชเปนยาพษิสําหรับปลา, ชาวแอฟริกัน
ยังนิยมนําเมลด็สบูดํามาเคี้ยวเปนยาถาย.  จึงสรุปไดวา เมล็ดสบูดํามีศักยภาพที่สามารถนํามาใชเปน
ยาโดยไมมีพิษ (Adam 1974). ผลจากการรวบรวมความเปนพิษของสบูดํามีดังนี้.  
 
ผลการศึกษาพษิของสบูดํา 

จากขอมูลเบื้องตนพบวา ทุกสวนของตนสบูดํามักมีความเปนพิษโดยเฉพาะเมล็ด (Makkar 
and Becker 2009). มีรายงานการเกิดพิษจากการกินเมล็ดสบูดําของสัตวเคี้ยวเอื้องที่เล้ียงแบบปลอย
ทุงในชวงฤดูแลงที่อาหารขาดแคลน. ลูกโคที่กินเมล็ดสบูดําในขนาด 0.25-1 กรัมตอกิโลกรัมของ
น้ําหนักตัวอาจตายภายในเวลา 19 ช่ัวโมง. ขณะที่แพะและแกะที่กินเมล็ดสบูดําในปริมาณ 0.05, 0.5 
และ 1 กรัม/กก./วันจะมีผลตอการเกิดพยาธิสภาพดังนี้, ทําใหเลือดออกในกระเพาะอาหารสวน 
rumen และ reticulum, ปอด, ไต และหัวใจ, ไขมันในตับเปลี่ยนแปลง. นอกจากนี้ ยังพบความ
เขมขนของเอ็นไซมตับ (AST หรือ GOT), โพแทสเซียมและโซเดียมเพิ่มขึ้น ขณะที่โปรตีนและ
แคลเซียมในซีรัมลดลงเทากัน, จะตายในชวงระยะเวลา 7-21 วัน (Ahmed  and Adam 1979). 
นอกจากนี้ ยังพบความเปนพิษที่เกิดขึ้นในเด็กที่กินเมล็ดสบูดําดวยความบังเอิญเพียง 2-3 เมล็ด
เทานั้น. แสดงใหเห็นวา ความเปนพิษของเมล็ดสบูดําจะมีผลแตกตางกันในสัตวแตละชนิด. พิษ
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สวนใหญจะแสดงอาการในระบบทางเดินอาหาร เชน ปวดทองอยางเฉียบพลัน, อาเจียน, ถายเหลว. 
ในรายที่รุนแรงอาจเกิดเลือดออกในภาวะกระเพาะอาหารและลําไสอักเสบ (hemorrhagic gastroen-
teritis) ขึ้น, มีผลทําใหผูปวยอุจจาระเปนเลือด, รวมทั้งขาดน้ําอยางรวดเร็ว. บางรายงานไดแจงถึง
ลักษณะกลุมอาการทางระบบประสาทดวย เชน กลามเนื้อหดเกร็ง, น้ําลายไหล, และบางรายงานได
กลาวถึงกลุมอาการคลายการออกฤทธิ์ของอาโทรปน เชน เหงื่อออก, ปากแหง, มานตาขยาย และ
หัวใจเตนเร็ว, ซ่ึงจะแสดงออกภายหลังการกินเมล็ดสบูดําเปนเวลาประมาณ 8 ช่ัวโมง (Aplin 1976). 
การศึกษาความเปนพิษของเมล็ดสบูดําในหนูถีบจักร โดยผสมอาหารในสัดสวนรอยละ 40-50, 
สามารถทําใหหนูตายโดยแสดงอาการซึม, ถายเหลว, การทรงตัวผิดปกติ. เมื่อตรวจผาซาก จะพบ
ความเปลี่ยนแปลงทางพยาธิสภาพของลําไสเล็กอักเสบ, ช้ันเยื่อเมือกของลําไสถูกทําลาย มีการหลุด
ลอก เลือดออกและเกิดเลือดคั่ง, รวมทั้งหัวใจ, ปอด, ตับ, และไต, เกิดลักษณะการสะสมของไขมัน
แบบผิดปกติ (Adam 1974). สารพิษหลักที่พบในเมล็ดสบูดํา ไดแก  Curcin (toxalbumin) และ 
purgative oil ที่ประกอบดวยสารระคายเคือง curcanoleic acid จํานวนเล็กนอย (Joubert et al, 1984). 
สวนพิษอื่นๆ ที่พบในสบูดํา ไดแก hydrocyanic acid. บางครั้งอาจพบเรซินที่กอใหเกิดโรคผิวหนัง, 
หรือบางครั้งอาจพบสาร alkaloid และ glycoside ที่ออกฤทธิ์กดการหายใจ. สวนผลจากการศึกษา
ความปนพิษของสารสกัดเมล็ดสบูดําจากประเทศเม็กซิโกดวยน้ํา, เมทานอล และเมทานอลตอน้ําใน
อัตราสวน 2 : 1, โดยการฉีดใหหนูถีบจักรและใหสารสกัดในอวัยวะแยกสวนของหัวใจหองบน 
(isolated atrium) ของหนูตะเภา, พบวา สารสกัดสบูดําดวยเมทานอลตอน้ํามีพิษตอหนูถีบจักรอยาง
มีนัยสําคัญ. สวนของน้ํามันสบูดําจากเมล็ดดิบนํามาผสมในอาหารและน้ํามันขาวโพด (0:1, 1:4, 
1:1) ทําใหมีไขมันประมาณรอยละ 15, จากนั้น ใหหนูขาวกินจะไมพบพิษแตอยางใด (Panigrahi et 
al. 1984). อยางไรก็ตาม ความเปนพิษทั้งหมดนั้นอาจเกิดขึ้นจากสวนตางๆ ของพืช, กากเมล็ดที่
เหลือจากการสกัดน้ํามัน, น้ํามันเมล็ดสบูดํา หรือพื้นที่ในการปลูก. 

 
สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย (วว.) โดยฝายเทคโนโลยีทรัพยา-

กรและสิ่งแวดลอมไดดําเนินการวิจัยชุดโครงการ การวิจัยและพัฒนาสบูดําเปนเชื้อเพลิงทดแทน
อยางครบวงจร, โดยมีฝายเภสัชและผลิตภัณฑธรรมชาติดําเนินการศึกษาความปลอดภัยของผลิตภัณฑ 
เมล็ดสบูดํา (โครงการยอยที่ 11), ซ่ึงผลิตภัณฑเมล็ดสบูดําที่ไดรับจากฝายเทคโนโลยีทรัพยากรและ
ส่ิงแวดลอมเพื่อการศึกษาความปลอดภัยในครั้งนี้ ไดแก: 

1. กลีเซอรีน จากน้ํามันสบูดาํแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2. 
2.ไบโอดีเซล จากน้ํามนัสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 1. 
3.ไบโอดีเซล จากน้ํามนัสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2. 
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4. น้ํามันสบูดาํแหลงที่ 1 (สุพรรณบุรี). 
5. น้ํามันสบูดาํแหลงที่ 2 (รอบๆ บริเวณ สระน้ําพระราม 9 ปทุมธานี). 

      การสกัดน้ํามันสบูดําจากแหลงที่ 1 (จังหวัดสุพรรณบุรี) และนํามาผลิตเปนไบโอดีเซลดวย
กระบวนการ ดังนี้:  

1. กระบวนการที่ 1 ไดแก กระบวนการที่ทําปฎิกิริยาการผลิตไบโอดีเซลแบบเสร็จสิ้น
สมบูรณ สามารถนําไปใชได.  

2.  กระบวนการที่ 2  ไดแกกระบวนการที่ทําปฎิกิริยาและทําการแยกชั้น โดยยังไมผาน
กระบวนทําใหบริสุทธิ์. 
              วัตถุประสงคของการศึกษาความปลอดภัยของผลิตภัณฑจากน้ํามันสบูดํา ทั้ง 5 ตัวอยางใน
คร้ังนี้ เพื่อนําขอมูลความปลอดภัยของผลิตภัณฑน้ํามนัสบูดําไปใชประกอบ, สนันสนุน หรือตอ
ยอดในอุตสาหกรรมพลังงานทดแทนหรืออุตสาหกรรมอื่นๆ ที่เกี่ยวของตอไป.  
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2. วัสดุ อุปกรณ และวธิีการทดลอง 
 

2.1 วัสดุ 
-  ตัวอยางทดสอบ : ไดรับจากฝายพลังงานและสิ่งแวดลอม  5  ตัวอยางดังนี:้ 

1. กลีเซอรีน จากน้ํามันสบูดาํแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2. 
2.ไบโอดีเซล จากน้ํามนัสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 1. 
3.ไบโอดีเซล จากน้ํามนัสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2. 
4. น้ํามันสบูดาํแหลงที่ 1. 
5. น้ํามันสบูดาํแหลงที่ 2. 

          -   สัตวทดลอง : กระตายสีขาวพันธุนิวซีแลนดไวทลูกผสมทั้งสองเพศ จากภาควิชาสัตวบาล 
คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, น้ําหนักตัวประมาณ 2.0 – 3.0 กิโลกรัม 
จํานวน 18 ตัว. 

          -  สัตวทดลอง : หนขูาวพันธุ  Wistar ซ้ือจากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล 
วิทยาเขตศาลายา จังหวัดนครปฐม, ประกอบดวยหนูเพศผู 60 ตัว และเพศเมีย 60 ตัว, 
น้ําหนกัตัวหนเูพศผูอยูระหวาง 204 - 250 กรัม และหนูเพศเมียอยูระหวาง  171 – 209 กรัม.  

 - สัตวทดลอง : หนูถีบจกัร สีขาวพันธุ IRC น้ําหนักตวัประมาณ 20 - 30 กรัม, เพศผูจํานวน 
20 ตัว, จากศูนยสัตวทดลองแหงชาต ิ มหาวิทยาลยัมหิดล วิทยาเขตศาลายา จังหวัด
นครปฐม. 

-   สัตวทดลอง : หนูขาวพันธุ  Wistar  อายุ 5-7 สัปดาห เพศผูและเพศเมีย เพศละ 120 ตัว, 
จากสํานักสัตวทดลองแหงชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล วิทยาเขตศาลายา จังหวัดนครปฐม. 

- เซลลเนื้อเยื่อกลามเนื้อหนูถีบจักร (CRL-CCL-1 cell line), Mouse fibroblast, ATCC, 
ประเทศสหรัฐอเมริกา. 

-  อาหารสัตวทดลอง บริษัทโภคภัณฑอาหารสัตว จํากัด (มหาชน), ประเทศไทย. 
- น้ําดื่ม ใชน้ํากรอง. 
-  Patch หมายถึง ผาพันแผลมาตรฐานขนาด 2.5 เซนติเมตร × 2.5 เซนติเมตร ทบซอนกัน 10 
ช้ัน ทําใหปราศจากเชื้อดวยวิธีนึ่งอบโดยใชแรงดันไอน้ํา. 

-  พลาสเตอร  Leukoplast porous BDF Intanin Co., Ltd., ประเทศไทย.  
-  TransporeTM บริษัท สามเอ็ม ประเทศไทย จํากดั. 
-  ผายืด Pack and Grand, CCN Co., Ltd., ประเทศไทย. 
-  สําลี, น้ํากลั่น, แอลกอฮอล. 
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-  กระบอกฉีดยาขนาด 1, 3, 5 และ 10 มิลลิลิตร ; nippe ,  Nissho Nipper Corporation Ltd.,      
ประเทศไทย. 

-   การวิเคราะหคาเคมีคลินิกในเลือดสงตรวจที่ กรุงเทพ อาร ไอ เอ แล็บ, ประเทศไทย. 
-   ฟอรมาลิน 40%, ประเทศไทย. 
-   Na2HPO4 ,Merck, ประเทศเยอรมนี. 
-  NaH2PO4.H2O ,Merck, ประเทศเยอรมนี. 
-  Colchicine, Sigma-Aldrich Co., ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
-  Cyclophosphamide (CP), Sigma-Aldrich Co., ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
-  Glacial acetic acid, Merck, ประเทศเยอรมนี. 
-  Potassium chloride, Merck, ประเทศเยอรมนี. 
-  Potassium dihydrogen phosphate, Merck, ประเทศเยอรมนี. 
-  Sodium dihydrogen phosphate dehydrate, Merck, ประเทศเยอรมนี. 
-  Giemsa’s stain, GIBCO®, ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
-  Methyl alcohol anhydrous, Merck, ประเทศเยอรมนี. 
-  Xylene, Merck, ประเทศเยอรมนี. 
-  Hank’s Balanced Salt solution (without NaHCO3), Sigma-Aldrich Co., ประเทศ

สหรัฐอเมริกา. 
-  Glycerine, Merck, ประเทศเยอรมน.ี 
-  Permount, Fisher Scientific, ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
-  Minimum essential media, GIBCO, ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
-  Horse serum, GIBCO, ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
-  Phosphate buffer solution(PBS), GIBCO, ประเทศสหรฐัอเมริกา. 
-  Penicillin/Streptomycin, GIBCO, ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
-  0.05% Trypsin-versene (Trypsin/EDTA) , GIBCO, ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
-  Tryphan blue 0.4%, GIBCO, ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
- 3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl tetrazolium bromide, (MTT), GIBCO, 
ประเทศสหรัฐอเมริกา. 

-  Dimethyl sulfoxide (DMSO), Sigma Chemical, ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
-  96-well plate, Corning, ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
-  Slide และ cover slip. 
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2.2    อุปกรณ 
-  Autoclave, รุน SS-320, Tomy Limited, ประเทศญี่ปุน. 
-  ปตตาเลี่ยนไฟฟา Wahl Clipper Corp., Stering, Illinois, ประเทศสหรฐัอเมริกา. 
-  เครื่องชั่ง OHAUS รุน E 02140, ประเทศสวิสเซอรแลนด. 
-  ตูกระจกขนาด 700  มิลลิเมตร × 700 มิลลิเมตร × 700 มิลลิเมตร พรอมนาฬิกาจบัเวลาและ

ปมดูดควนัเขาตู  ผลิตโดยบริษัท พรรณีเอ็นจิเนียร่ิง, ประเทศไทย. 
            -  เครื่องชั่งสัตวทดลอง Mettler Toledo รุน PG-S, สวิตเซอรแลนด. 

-  Microplate reader, GENios Plus, TECAN, ประเทศออสเตรีย. 
-  เครื่อง CO2  Incubator, SHEL LAB Co. Ltd., ประเทศสหรัฐอเมริกา. 
-  เครื่อง Neubolizer, Flaem Nuova S.p.A,  ประเทศอิตาลี. 
-  กรงเก็บปสสาวะ (metabolic cages),  ผลิตในประเทศไทย. 
-  Autoclave, Sturdy, ไตหวนั, ประเทศจนี. 
-  BECKMAN MicrofugeTM11, Beckman, ประเทศสหรฐัอเมริกา. 
-  เครื่อง Urilux® S, Roche Diagnostics GmbH, ประเทศเยอรมนี. 
-  กรรไกรผาตดั. 
-  หลอดปอนเหล็กกลาไมเปนสนิม. 

 
2.3    วิธีการทดลอง 

2.3.1  วิธีการทดสอบการกอความระคายเคืองผิวหนังกระตาย 
 ดําเนินการทดสอบผลิตภัณฑจากน้ํามนัสบูดาํ ตามวิธีการทดสอบหมายเลข 404 : การทดสอบ 
การกอความระคายเคืองตอผิวหนังของ OECD Guidelines for Testing of Chemicals (2002), มี
รายละเอียดดังนี้. 
การเตรียมสัตวทดลอง 
 นํากระตาย 3 ตัว (ตอ 1 ตัวอยางทดสอบ) มาเลี้ยงในหองปฏิบัติการกอนทําการทดสอบ 1 
สัปดาห เพื่อใหสัตวทดลองปรับตัวคุนเคยกับสถานที่, โดยกระตายจะไดรับน้ําและอาหารตามปกต.ิ 
กอนทําการทดสอบ 1 วัน, กระตายทกุตวัจะถูกโกนขนบริเวณลําตวัใตหัวไหลชิดกระดูกสันหลังทั้ง
สองขางเปนบริเวณ 10×10 เซนติเมตร ดวยปตตาเลี่ยนไฟฟา ใหขนสั้นที่สุดเทาที่จะทําได, แตไมให
ผิวหนังเปนแผล. 
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การเตรียมตวัอยาง 
- กลีเซอรีน จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2  ความเขมขน 100 %. 
- ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 1 ความเขมขน 100 %. 
- ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2 ความเขมขน 100 %. 
-  น้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 ความเขมขน 100 %. 
-  น้ํามันสบูดําแหลงที่ 2 ความเขมขน 100 %. 

วิธีการ 
ในวนัทดลอบ, ช่ังน้ําหนักหนู, จัดแบงหนูเปน 6 กลุมดวยวิธีการสุมตัวอยางแบบงาย, แตละ

กลุมประกอบดวยหน ู10 ตัว คือ เพศผูและเพศเมีย, เพศละ 5 ตัว ดังนี้. 
กลุมที่  1  กลีเซอรีน จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2.  
กลุมที่ 2 ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 1. 
กลุมที่ 3 ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2. 
กลุมที่ 4 น้ํามันสบูดําแหลงที่ 1. 
กลุมที่ 5 น้ํามันสบูดําแหลงที่ 2. 
กลุมที่ 6 น้ํากลั่น. 
 

  จากนั้น ดูดตัวอยางทดสอบ 100% ของตัวอยางแตละชนิดที่ตองการทดสอบ จํานวน 0.5
มิลลิลิตร มาเกลี่ยลงบน patch และนํามาปดลงบนผิวหนังกระตายดานหนึ่งที่โกนขนเตรียมไว 
(บริเวณทดสอบ). สวนอีกดานหนึ่งของกระตายตัวเดิมปดดวย patch ที่เกลี่ยดวยน้ํากลั่นปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร (บริเวณควบคุม). ยึด patch ดวยพลาสเตอรชนิด Transpore และหอลําตัวกระตายดวยผา
ยืด, เพื่อยึด patch ติดกับผิวหนังไมใหเคลื่อนหลุด. เมื่อครบ 4 ช่ัวโมง, เปด patch ออก แลวใชสําลี
ชุบน้ําอุนเช็ดเบาๆ เพื่อใหตัวอยางทดสอบที่เหลือคางอยูบนผิวหนังหลุดออก. ตรวจดูอาการแดง
และอาการบวมตรงบริเวณทดสอบ ที่เวลา 1, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง. ถาพบวา ยังมีอาการแดงและ
อาการบวมอยู ใหตรวจดูอาการตอจนถึงวันที่ 14. การใหคะแนนยึดตามหลักเกณฑดังนี้: 

หลักเกณฑการใหคะแนน 
  อาการแดง      คะแนน 

 ไมแดง      0 
   แดงเล็กนอยแทบสังเกตไมได   1 
   แดงจนมองเหน็ไดชัด    2 
   แดงปานกลางถึงแดงมาก    3 
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   แดงช้ําถึงผิวหนังตกสะเก็ด   4 
  อาการบวม      คะแนน 
   ไมบวม      0 
   บวมเล็กนอยแทบสังเกตไมได   1 
   บวมนอย (ขอบนูนเหน็ไดชัดเจน)   2 
   บวมปานกลาง (นูนขึ้นมา 1 มิลลิเมตร)  3 

บวมมาก (นูนขึ้นมา 1 มิลลิเมตร และลามออกไป) 4 
 

2.3.2  วิธีการทดสอบการกอความระคายเคืองตอดวงตากระตาย 
 ดําเนินการทดสอบผลิตภัณฑจากน้ํามนัสบูดํา ตามวิธีการทดสอบหมายเลข 405 : Acute 
Eye Irritation / Corrosion ของ OECD Guidelines for Testing of  Chemicals (2002), มีรายละเอียด
ดังนี:้ 
การเตรียมสัตวทดลอง 
 นํากระตาย 3 ตัว (ตอ 1 ตัวอยางทดสอบ) มาเลี้ยงในหองปฏิบัติการกอนทําการทดสอบ 1 
สัปดาห เพื่อใหสัตวทดลองปรับตัวคุนเคยกับสถานที่,  โดยกระตายจะไดรับน้ําและอาหารตามปกต.ิ    
การเตรียมตวัอยาง 

- กลีเซอรีน จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2  ความเขมขน 100 %. 
- ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 1 ความเขมขน 100 %. 
- ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2 ความเขมขน 100 %. 
-  น้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 ความเขมขน 100 %. 
-  น้ํามันสบูดําแหลงที่ 2 ความเขมขน 100 %. 
-  น้ํากลั่น. 

วิธีการ 
กอนทําการทดสอบ 1 วัน, ตรวจสอบความผิดปกติของดวงตากระตาย โดยหยดสาร 

ละลาย 2% fluorescein sodium ophthalmic solution (น้ําหนัก/ปริมาตร) ลงในดวงตาทั้ง 2 ขางๆ ละ 
25 ไมโครลิตร. หลังจากนัน้ประมาณ 1 นาที, ลางดวงตาทั้ง 2 ขาง ดวยสารละลายน้ําเกลือเขมขน 
0.9 เปอรเซ็นต (0.9 เปอรเซ็นต โซเดียมคลอไรด น้ําหนัก/ปริมาตร) อยางเบามือและตรวจดูดวงตา
กระตายดวยตาเปลาโดยใชไฟฉาย. หากพบวา ดวงตาใดมีการติดสีของ fluorescein ซ่ึงจะเห็นเปน
ปนสีเขียวบนกระจกตา (cornea) หรือเยือ่บุนัยนตา (conjunctiva) กระตายตวันั้นจะไมนํามาใชทาํ
การทดสอบ. 
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 วันทดสอบ ใหหยอดสารทดสอบลงในตาที่เลือกไว โดยคอยๆ ดึงเปลือกตาลางออกอยาง
เบามือ. จากนั้น จึงหยอดตัวอยางทดสอบ ปริมาตรตัวอยางละ  0.1 มิลลิลิตร, ปดเปลือกตาทิ้งไว
ประมาณ 1 นาที.  ใหคะแนนปฏิกิริยาตางๆ ของดวงตาที่เวลา 1, 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง หลังจาก
หยอดตัวอยางทดสอบ. ถาดวงตาของกระตายยังไมหายเปนปกติ ใหสังเกตอาการตอทุกวัน แตไม
เกิน 21 วัน, การใหคะแนนยึดตามหลักเกณฑดังตอไปนี้. 
 
หลักเกณฑในการใหคะแนน 
กระจกตา (cornea) 
A ระดับของความขุน (degree of density) (วัดจากบริเวณที่มีความขุนมากที่สุด) 
 0 = กระจกตาปกต ิ
 1  = มีความขุนเล็กนอยกระจายเบาบางบนกระจกตา แตยังเหน็รายละเอยีดของ 
    มานตาชัดเจน 
 2 = มองเห็นบริเวณที่ขุนไดงาย และรายละเอยีดของมานตามวัเล็กนอย 
 3 = บริเวณขุนไมเห็นรายละเอียดของมานตา มองเห็นขนาดของรูมานตาไดยาก 
 4 = ขุนมาก และมองไมเห็นมานตา 
มานตา (iris) 
 0 = มานตาปกติ 

1  = มานตาเปนคลืน่ลึกกวาระดับปกต ิมีเลือดคั่ง บวม มีเลือดคั่งมากบริเวณ 
รอบๆ กระจกตา (อยางใดอยางหนึ่งหรือทัง้หมด) 

2  =   ไมตอบสนองตอแสง มีเลือดออก มีการทําลายทั้งหมด (มีอาการอยางใด 
อยางหนึ่งหรือ ทั้งหมด) 

เยื่อบุลูกตา, เยื่อตาขาว (conjunctivae)  
A อาการแดง (erythema)  รวมถึงเยื่อบุเปลือกตา ผนังตา เยื่อบุกระบอกตาแตไมรวมกระจกตา และ
มานตา 
 0 = เสนเลือดปกติ 

1  =  มีเลือดคั่งเล็กนอยที่เยื่อบุหนังตาบนและหนังตาลาง เปลือกตา และเยือ่หุม 
ลูกตา (nictitating membrane) 

2   = มีเลือดคั่งเปนบริเวณกวาง เยื่อตาสีแดงเขม แยกแยะเสนเลือดแตละเสนไดยาก  
3  = เยื่อตาสีแดงคล้ําออกน้ําตาล 
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B อาการบวม (oedema)  
 0 = ไมบวม 
 1 = มีอาการบวมเล็กนอยที่เยื่อบลูุกตา และเยื่อหุมลูกตา 
              2            = บวมชัดเจนและเปลือกตากลบับางสวน และ/หรือเปลือกตาปดประมาณ              

คร่ึงหนึ่ง 
 3 = บวมและเปลือกตาปดครึ่งหนึ่งจนถึงปดประมาณ 3 ใน 4 

4 = บวมและเปลือกตาปด 3 ใน 4 จนถึงปดหมด 
 
2.3.3  วิธีการทดสอบความเปนพิษเฉยีบพลันทางปาก 

การศึกษาความเปนพิษเฉยีบพลันจากการกนิผลิตภัณฑจากน้ํามันสบูดํา ตามวิธี : Acute 
Oral Toxicity - Fixed Dose Method (Limit test); หมายเลข 420 ของ OECD Guidelines for Testing of  
Chemicals (2001), มีรายละเอียดดังนี้. 
การเตรียมสัตวทดลอง  

กอนทําการทดสอบ นําหนูมาเลี้ยงในหองปฏิบัติการนาน 1 สัปดาห เพื่อใหหนูปรับตัว
คุนเคยกับสิ่งแวดลอมในหองปฏิบัติการ ซ่ึงมีอุณหภูมิอยูในชวง 24±1 องศาเซลเซียส. จัดกลุมหนู
โดยใชวิธีการสุมตัวอยางแบบงายและทําสญัลักษณประจาํตัว โดยการแตมเบอรที่หาง. งดใหอาหาร
หนู 16 ช่ัวโมงกอนปอนตวัอยางทดสอบ โดยใหน้ําดื่มตามปกติ.  

 
การเตรียมสารทดสอบ   

- กลีเซอรีน จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2  ความเขมขน 100 %. 
- ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 1 ความเขมขน 100 %. 
- ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2 ความเขมขน 100 %. 
-  น้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 ความเขมขน 100 %. 
-  น้ํามันสบูดําแหลงที่ 2 ความเขมขน 100 %. 
- น้ํากลั่น. 

 
วิธีการ 

ในวนัทดสอบ, ช่ังน้ําหนกัหนู, จัดแบงหนเูปน 6 กลุมดวยวิธีการสุมตัวอยางแบบงาย, แต
ละกลุมประกอบดวยหน ู10 ตัว คือเพศผูและเพศเมีย, เพศละ 5 ตัว ดังนี้. 

กลุมที่  1  กลีเซอรีน จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2.  
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กลุมที่ 2 ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 1. 
กลุมที่ 3 ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2. 
กลุมที่ 4 น้ํามันสบูดําแหลงที่ 1.  
กลุมที่ 5 น้ํามันสบูดําแหลงที่ 2. 
กลุมที่ 6 น้ํากลั่น. 
 
ปอนหนูดวยสารละลายผลิตภัณฑจากน้ํามนัสบูดําในแตละกลุม ขนาด 2,000 มิลลิกรัม/

กิโลกรัม น้ําหนักตวั. สวนหนใูนกลุมควบคุมใหปอนน้ํากลั่น ปริมาตรเทียบเทากบักลุมทดลอง. 
ภายหลังปอนตัวอยางทดสอบครบ 4 ช่ัวโมง, ใหอาหารแกหนูทุกกลุมตามปกติ, สังเกตและบนัทึก
อาการผิดปกตขิองหนูหลังปอนตัวอยางทดสอบที่เวลา 1/2, 1 และ 3 ช่ัวโมง. จากนัน้ สังเกตอยาง
นอยวนัละครั้งทุกวันตดิตอกนัเปนเวลานาน 14 วัน. ช่ังน้ําหนกัหนแูตละตัวในวนัที ่ 1, 8 และ 15 
(วันสิ้นสุดการทดลอง). หนทูี่แสดงอาการผิดปกติอยางรนุแรง  หรือหนูที่มีชีวิตรอดจนถึงวันสิ้นสดุ
การทดลองครบ  14 วัน, จะถูกทําใหเสียชีวิตอยางสงบโดยการใหสูดกาซคารบอนไดออกไซด เพื่อ
ตรวจสอบดูความผิดปกติของอวัยวะภายใน (gross pathology). เปรียบเทียบน้ําหนกัตัวหนูระหวาง
กลุมทดลองและกลุมควบคมุ ทางสถิติโดยใชวิธี Student’s t-Test ที่ระดับความเชือ่มั่นรอยละ 95, 
เพื่อศึกษาผลของตัวอยางทดสอบตออัตราการเจริญเติบโตของหน.ู 
 

2.3.4  วิธีการทดสอบความเปนพิษเฉยีบพลันทางผิวหนงั 
 การศึกษาความเปนพิษเฉียบพลันจากการกินผลิตภัณฑจากน้ํามันสบูดํา ตามวิธี : Acute 

Oral Toxicity - Fixed Dose Method (Limit test); หมายเลข 420 ของ OECD Guidelines for Testing 
of Chemicals (2001), มีรายละเอียดดังนี้. 
การเตรียมสัตวทดลอง  

กอนทําการทดสอบ นําหนูมาเลี้ยงในหองปฏิบัติการนาน 1 สัปดาห เพื่อใหหนูปรับตัว
คุนเคยกับสิ่งแวดลอมในหองปฏิบัติการ ซ่ึงมีอุณหภูมิอยูในชวง 24±1 องศาเซลเซียส. จัดกลุมหนู
โดยใชวิธีการสุมตัวอยางแบบงายและทําสญัลักษณประจาํตัวโดยการแตมเบอรที่หาง. งดใหอาหาร
หนู 16 ช่ัวโมงกอนปอนตวัอยางทดสอบ โดยใหน้ําดื่มตามปกติ.  

 
การเตรียมสารทดสอบ   

- กลีเซอรีน จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2  ความเขมขน 100 %. 
- ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 1 ความเขมขน 100 %. 
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- ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2 ความเขมขน 100 %. 
-  น้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 ความเขมขน 100 %. 
-  น้ํามันสบูดําแหลงที่ 2 ความเขมขน 100 %. 
- น้ํากลั่น. 

วิธีการ 
กอนการทดสอบ 1 วัน โกนขนหนูบริเวณสันหลังเหนือสะโพกเปนบริเวณกวาง 5×5 

เซนติเมตร โดยไมใหมีรอยถลอกบนผิวหนัง. ในวันทดสอบ ช่ังน้ําหนักหนูทุกตัว, จัดแบงหนูเปน 6 
กลุมดวยวิธีการสุมตัวอยางแบบงาย แตละกลุมประกอบดวยหนู 10 ตัว คือเพศผูและเพศเมีย, เพศละ 
5 ตัว, ดังนี้. 

กลุมที่  1  กลีเซอรีน จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2.  
กลุมที่ 2 ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 1. 
กลุมที่ 3 ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2. 
กลุมที่ 4 น้ํามันสบูดําแหลงที่ 1.  
กลุมที่ 5 น้ํามันสบูดําแหลงที่ 2. 
กลุมที่ 6 น้ํากลั่น. 
 
โดยนําตวัอยางในกลุมทดสอบที่ 1-5  ขนาดตัวอยางทดสอบละ 2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 

น้ําหนกัตัว เกลี่ยลงบน patch และปด patch ลงบนผิวหนังบริเวณที่โกนขนออกของหนูแตละกลุม. 
ในขณะกลุมควบคุม ใหเกลี่ยน้ํากลั่นปราศจากเชื้อในปริมาตรเทียบเทากับกลุมทดสอบเกลี่ยลงบน 
patch. จากนั้น ยึด patch ดวยพลาสเตอรชนิด Transpore และหอลําตัวดวยผายืด เพื่อยึด patch ติดกับ
ผิวหนังไมใหเคลื่อนหลุด. เมื่อครบ 24 ช่ัวโมง นํา patch ออก, ใชสําลีปลอดเชื้อชุบน้ําอุนเช็ด
ตัวอยางทดสอบที่เหลือคางอยูบนผิวหนังออก. สังเกตและบันทึกอาการผิดปกติของหนูที่เวลา ½, 1 
และ 3 ช่ัวโมง หลังใหตัวอยางทดสอบและอยางนอยวนัละครั้งทุกวันติดตอกันเปนเวลานาน 14 วนั. 
ช่ังน้ําหนกัหนแูตละตวัในวนัที่ 1, 8 และ 15 (วันสิ้นสุดการทดสอบ). 

 
 หนูที่แสดงอาการผิดปกติอยางรุนแรงหรือหนูที่มีชีวติรอดจนถึงวนัสิ้นสุดการทดลองครบ  

14 วัน จะถูกทําใหเสียชีวิตอยางสงบโดยการใหสูดกาซคารบอนไดออกไซด เพื่อตรวจสอบดคูวาม
ผิดปกติของอวัยวะภายใน (gross pathology). เปรียบเทียบน้ําหนักตวัหนูระหวางกลุมทดลองและ
กลุมควบคุม ทางสถิติโดยใชวิธี Student’s t-Test ที่ระดับความเชื่อมัน่รอยละ 95, เพื่อศึกษาผลของ
ตัวอยางทดสอบตออัตราการเจริญเติบโตของหน.ู 
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2.3.5  วิธีการทดสอบความเปนพิษเฉยีบพลันจากการสูดดม 

 การศึกษาความเปนพิษเฉียบพลันจากการสูดดมผลิตภัณฑจากน้ํามันสบูดํา ดัดแปลงตามวิธี 
มาตรฐานผลิตภัณฑอุตสาหกรรม มอก. 309 – 2525, โดยมีรายละเอียดดังนี้. 
การเตรียมสัตวทดลอง  

กอนทําการทดสอบ นําหนูถีบจักรมาเลี้ยงในหองปฏิบัติการนาน 1 สัปดาห เพื่อใหหนู
ปรับตัวคุนเคยกับสิ่งแวดลอมในหองปฏิบตัิการ ซ่ึงมีอุณหภูมิอยูในชวง 24±1 องศาเซลเซียส, โดย
ใหอาหารและน้ําดื่มตามปกติ.  

 
การเตรียมสารทดสอบ   

- ช่ังไบโอดีเซลจากน้ํามนัสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 1, ปริมาตร 0.5 กรัม ละลายใน
น้ํากลั่น 0.5 มลิลิลิตร ใหมีความเขมขนขนาด  1.5 มิลลิกรัม/ลิตร. 

- ช่ังไบโอดีเซลจากน้ํามนัสบูดําแหลงที่1 กระบวนการที ่2, ปริมาตร 0.5 กรัม ละลายใน
น้ํากลั่นปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรใหมีความเขมขนขนาด  1.5 มิลลิกรัม/ลิตร. 

วิธีการ 
          วันทดสอบ ช่ังน้ําหนักหนูถีบจักรทดลอง, จากนั้น นําหนูทดลองทั้ง 10 ตัวตอ 1 ตัวอยาง เขาตู
กระจก, เปดเครื่องปมดูดควนัเขาตูกระจกระบบปดขนาด 700×700×700 มิลลิเมตร พรอมกับฉีดพน
ตัวอยางทดสอบดวยเครื่องฉีดพน (atomizer) โดยมีความเขมขนตัวอยางทดสอบ 1.55 ppm/0.34 m3.  
จากนั้น ทิ้งใหหนูทดลองสูดดมตัวอยางทดสอบเปนเวลานาน 1 ช่ัวโมง, เมื่อครบกําหนดสังเกต
อาการผิดปกตขิองหนูทดลองที่เวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง. 
 
การประเมินผล 

 ถาพบวาหนูถีบจักรตายภายในเวลา 48 ช่ัวโมง จํานวน 1 ตัว หรือมากกวา, ใหถือวาตวัอยาง
ทดสอบมีความเปนพิษเฉยีบพลันทางการสูดดม. 
 

2.3.6  วิธีการทดสอบความเปนพิษตออัวยวะภายในสตัวทดลอง  
 การศึกษาความเปนพิษกึ่งเฉยีบพลันหรือความเปนพษิตออวัยวะภายในของไบโอดีเซลจาก
น้ํามันสบูดํากระบวนการ1 และ 2, ตามวธีิ Repeated Dose 30-Day Oral Toxicity Study in Rodent 
of OECD Guideline for the Testing of Chemical (1998), โดยมีรายละเอียดดังนี้. 
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การเตรียมสัตวทดลอง  
กอนทําการทดสอบ นําหนูขาวเพศผูและเมีย จํานวนเพศละ 100 ตัว มาเล้ียงในหอง 

ปฏิบัติการนาน 1 สัปดาห เพื่อใหหนูปรับตัวคุนเคยกับสิ่งแวดลอมในหองปฏิบัติการ ซ่ึงมีอุณหภูมิ
อยูในชวง 24±1 องศาเซลเซียส, โดยใหอาหารและน้ําดื่มตามปกติ.  
การเตรียมสารทดสอบ   

- ช่ังไบโอดีเซล กระบวนการที่ 1, ปริมาตร 0.5 กรัม ละลายในน้ํากลั่น 0.5 มิลลิลิตร ให
มีความเขมขนขนาด  1.5 มิลลิกรัม/ลิตร. 

- ช่ังไบโอดีเซลจากน้ํามนัสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2, ปริมาตร 0.5 กรัม ละลายใน
น้ํากลั่นปริมาตร 0.5 มิลลิลิตรใหมีความเขมขนขนาด  1.5 มิลลิกรัม/ลิตร. 

วิธีการ 
กอนวันทดสอบ 1 วัน งดใหอาหารหนูขาวทุกตัวนาน 16 ช่ัวโมง โดยใหน้ําดื่มตามปกติ. 

วันทดสอบ ช่ังน้ําหนักตัวหนูและทําสัญลักษณประจําตัวโดยการแตมเบอรที่หาง, จัดแบงหนู
ออกเปน 5 กลุมตอตัวอยาง แตละกลุมประกอบดวยหนูเพศผูและเพศเมีย เพศละ 10 ตัว, ดังนี้. 
 กลุมที่  1   กลุมควบคุม (control) ปอนน้ํากลั่นปริมาตรเทากลุมทดลอง ตอเนื่องนาน 30 วัน. 
 กลุมที่  2   ปอนไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํา (BD) 1 หรือ 2 ขนาด 500 มิลลิกรัม/กิโลกรัม    

 น้ําหนักตัว ตอเนื่องนาน 30 วัน. 
 กลุมที่ 3   ปอนไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํา (BD) 1 หรือ 2 ขนาด 1,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม    
 น้ําหนักตัว ตอเนื่องนาน 30 วัน. 
 กลุมที่ 4  ปอนไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํา (BD) 1 หรือ 2 ขนาด 2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม  
  น้ําหนักตัว  ตอเนื่องนาน 30 วัน. 
 กลุมที่ 5   กลุม Satellite ปอนไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํา (BD) 1 หรือ 2 ขนาด 2,000 
มิลลิกรัม/  กิโลกรัม น้ําหนักตัว ตอเนื่องนาน 30 วัน หยุดปอนและสังเกตอาการตออีก 60 วัน.  
 

กอนปอนตัวอยางทดสอบ หนูทุกกลุมจะถูกเก็บปสสาวะเพื่อนําไปวิเคราะหทางเคมี 
(Chemical urine analysis), เก็บเลือดจากเสนเลือดดําที่หาง เพื่อศึกษาทางโลหิตวิทยาและศึกษา
ทางดานเคมีคลินิก. หลังปอนตัวอยางทดสอบ ทําการสังเกตและบันทึกอาการผิดปกติของหนูอยาง
นอยวันละครั้ง ทุกวันติดตอกันนาน 30 วัน และชั่งน้ําหนักตัวหนูทุกๆ 7 วัน จนครบ 30 วัน และ 60 
วัน สําหรับกลุม Satellite.  
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กอนวันสิ้นสุดการทดลอง (30 วัน และ 60 วัน) 1 วัน, สุมตัวอยางหนูที่มีชีวิตรอด จํานวน 6 
ตัวตอกลุม เพศและ 3 ตัว. งดใหอาหารหนูนาน 16 ช่ัวโมงโดยใหน้ําดื่มตามปกติ. ทําการเก็บ
ปสสาวะเพื่อนําไปวิเคราะหทางเคมี (Chemical urine analysis). เก็บเลือดจากเสนเลือดดําที่หางเพื่อ
ศึกษาทางโลหิตวิทยา. หลังจากนั้น ใหหนูทดลองดมกาซคารบอนไดออกไซด. เปดหนาทอง และ
เก็บเลือดจากเสนเลือดดําใหญในชองทอง (abdominal vein), นํามาปนแยกเอาซีรัม เพื่อศึกษา
ทางดานเคมีคลินิก, ไดแก วิเคราะห Alanine Transminase(ALT), Aspartate Transaminase(AST), 
Creatinine และ Urea Nitrogen. หลังจากเก็บตัวอยางเลือด ตรวจดูความผิดปกติของอวัยวะภายใน 
(gross pathological examination). เก็บอวัยวะภายใน ไดแก สมอง, ปอด, หัวใจ, ตับ, ไต, อัณฑะ, รัง
ไข และมดลูก. ช่ังน้ําหนักอวัยวะภายในแลวเก็บใน buffered formalin เพื่อศึกษาพยาธิสภาพของ
เนื้อเยื่อโดยยอมสี hematoxylin และ eosin, แลวตรวจดูภายใตกลองจุลทรรศน.   

 
การวิเคราะหขอมูล 

เปรียบเทียบน้ําหนักตัวหนูและอัตราการกินอาหารระหวางกลุมทดลองและกลุมควบคุม 
โดยการวิเคราะหขอทางสถิติดวยวิธี One-Way ANOVA  และ Kruskal-Wallis test ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95 %   
 

2.3.7  วิธีการทดสอบความเปนพิษตอโครโมโซมสัตวทดลอง  
 การทดสอบผลของ “ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 1 และ
กระบวนการที่2” ตอโครโมโซมในเซลลไขกระดูกของหนูขาว ดัดแปลงตามวิธีทดสอบหมายเลข 
475 “Genetic Toxicology : In vivo Mammalian Bone Marrow Cytogenetic Test – Chromosomal 
Analysis” ของ OECD Guidelines for Testing of Chemicals (1997). 
 
การเตรียมสัตวทดลอง  
 กอนทําการทดสอบ นําหนูมาเลี้ยงในหองปฏิบัติการนาน 1 สัปดาห เพื่อใหหนูปรับตัว
คุนเคยกับสิ่งแวดลอมในหองปฏิบัติการ ซ่ึงมีอุณหภูมิอยูในชวง 24±1 องศาเซลเซียส. จัดแบงหนู
ออกเปน 4 กลุมๆ ละ 10 ตัว เพศผู 5ตัวและเพศเมีย 5 ตัว, ดังนี้. 
 กลุมที่ 1 กลุมควบคุม (control) ปอนน้ํากลั่นปริมาตรเทากลุมทดลอง.  
 กลุมที่ 2 ปอนไบโอดเีซลน้ํามันสบูดํา (BD) 1 ขนาด 2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม น้ําหนักตัว.  
 กลุมที่ 3 ปอนไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํา (BD) 2 ขนาด 1,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม น้ําหนักตัว.  
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 กลุมที่4 ฉีดสารละลาย Cyclophosphamide เขาชองทองขนาด 50 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
น้ําหนักตัว.   
 
การเตรียมสารทดสอบ 

- ไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํากระบวนการที่ 1 และ 2  ความเขมขน 100 %. 
- ช่ังสาร Cyclophosphamide 2.4 กรัม ละลายในน้ํากลั่นปราศจากเชื้อ 100 มิลลิลิตรได

สารละลายความเขมขน 2.4 กรัม %. 
วิธีการ 

หลังงดใหอาหารหนู 16 ช่ัวโมง (ใหน้ําดื่มตามปกติ), ปอนตัวอยางทดสอบตามกลุมที่จัด
ไว. เมื่อครบ 24 ช่ัวโมง หนูทุกตัวจะถูกทําใหตายอยางสงบโดยการใหสูดกาซคารบอนไดออกไซด 
และทําการเก็บเซลลไขกระดูกจากกระดูกตนขา เพื่อนํามาทําการวิเคราะหโครโมโซม โดยการยอม
สไลดโครโมโซมดวย Giemsa solution ที่เตรียมใหมทุกครั้งของการใช. รวมทั้งกรองกอนใชดวย
กระดาษกรอง No. 1. จากนั้น ทําการยอมสไลดของโครโมโซม, ทิ้งไวนานประมาณ 20 นาที จึงลาง
ออกดวยน้ําไหลสะอาด (running tap water) และผ่ึงสไลดใหแหงที่อุณหภูมิหอง (air dry) กอนนํา
สไลดมาอานผลภายใตกลองจุลทรรศน. 

 
การประเมินความเปนพิษตอเซลลโครโมโซมโดยเปรียบเทียบคา Mitotic Index (%) และ

เปรียบเทียบความเสียหายของโครโมโซมระหวางกลุมทดสอบและกลุมควบคุม โดยการวิเคราะห
ขอมูลทางสถิติดวยวิธี Student’s t-Test ที่ระดับความเชื่อมั่นรอยละ 95.  
 

2.3.8  วิธีการทดสอบความเปนพิษตอเซลลเนื้อเยื่อสัตวของผลติภณัฑสบูดํา  
การทดสอบความเปนพิษในระดับเซลลของไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํากระบวนการที่ 1 และ 2 

โดยวิธี MTT (3-(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyl tetrazolium bromide) assay เปนการ
ทดสอบโดยใชสาร tetrazolium salt ที่มีสีเหลืองออน ซ่ีงจะถูกเอนไซมชนิดแซ็กซิเนสดีไฮโดร-
จีเนส ที่มีอยูในไมโตคอนเดรียของเซลลที่มีชีวิต เปลี่ยนเปนผลึกสีมวงที่ไมละลายน้ํา (violet 
formazan crystal). ในกรณีที่เซลลตาย จะทําใหเอนไซมในไมโตคอนเดรียเสียสภาพ. จึงถูกพัฒนา
เพื่อใชหาปริมาณของเซลลที่รอดชีวิต โดยตองทําการละลาย formazan crystal ดวยสารละลาย 
DMSO และตรวจวัดคาการดูดกลืนแสงที่ประมาณ 550-590 นาโนเมตร. คาการดูดกลืนแสงที่ไดจะ
แปรผันตรงกับเซลลที่มีชีวิต เมื่อคํานวณและเปรียบเทียบคาเปอรเซ็นตการมีชีวิตของเซลลในกลุม
ควบคุม.  
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วิธีการทดสอบ 
 1.  การเตรียมเซลลเนื้อเยื่อเพาะเลี้ยง 
 - ดูดสารละลายอาหารเลี้ยงเซลลเนื้อเยื่อกลามเนื้อ fibroblast (ATCC CCL-1 cell line) 
ที่เจริญขยายเต็มที่ในขวดเพาะเลี้ยงเซลลขนาดพื้นที่ 75 ตารางเซนติเมตร ออก และลางเซลลดวย 
PBS. 
 - เติม Trypsin/EDTA 5 มิลลิลิตร ทิ้งไวนาน 3 นาที, เติมอาหารเลี้ยงเซลล MEM อีก 15  
มิลลิลิตร ใหเซลลอยูในลักษณะแขวนลอย.   
 - นําไปปนที่ 3000 rpm นาน 5 นาที, จากนั้น นับจํานวนเซลลดวย Haematocytometer. 
 - เจือจางเซลลใหได  1 x 105 เซลล/มิลลิลิตร ประมาณ 20 มิลลิลิตร.  
 - ดูดเซลลที่เจือจางปริมาตร 200 ไมโครลิตรใสแตละหลุมใน 96-well plate โดยเวน
แถวที่ 1 และ 12 เพื่อใชเปน blank.  
 - นําไปเพาะเลี้ยงใน CO2 Incubator ที่อุณหภูมิ 37°ซ. เปนเวลา 24-48 ช่ัวโมง จนเซลล
แผขยายเปนชั้นเดี่ยว (monolayer) อยางนอยรอยละ 80 ของพื้นที่เล้ียงเซลลแตละหลุม. 
 - เตรียมสารตัวอยาง “ไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํากระบวนการที่ 1 และ 2” นํามาละลาย
ดวย อาหารเลี้ยงเชื้อ MEM และ 1 % DMSO ใหมีความเขมขนดังนี้ 1, 5, 10, 15 และ 20 % v/v  ที่
ผานการกรองดวย Syringe filter ขนาด 22 µM. 
 - เตรียมสารละลาย 1% DMSO ในอาหารเลี้ยงเชื้อ MEM เพื่อใชเปน blank. 

2.  การทดสอบ 
ดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกาออกจากแตละหลุมใน 96-well plate ที่มีเซลลเจริญอยางนอยรอยละ 

80 และลางดวย PBS 1 คร้ัง. จากนั้น เติมสารละลายตัวอยางทดสอบที่ความเขมขนตางๆ (1, 5, 10, 
15 และ 20 % v/v ) รวมถึงสารละลายควบคุม ลงไปในเซลลเพาะเลี้ยงหลุมละ 200 ไมโครลิตร. 
นําเขาตู CO2 Incubator ที่อุณหภูมิ 37°ซ. เปนเวลา 24 ช่ัวโมง. 

3.   การประเมนิผลการทดสอบ 
 หลังจากปลอยใหเซลลสัมผัสกับไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํากระบวนการที่ 1 และ 2 ที่ความ
เขมขนตางๆ นาน 24 ช่ัวโมง, ทําการวัดเปอรเซ็นตของเซลลที่มีชีวิตโดย MTT assay ตามขั้นตอน
ดังนี้: 
 - ดูดอาหารเลี้ยงเซลลเกาทิ้ง, เติมสารละลาย MTT ขนาด 5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตรในสาร 
ละลาย PBS ปริมาณ 50 ไมโครลิตร/หลุม และอาหารเลี้ยงเซลลใหม 150 ไมโครลิตร/หลุม, บมทิ้ง
ไวในตูบมเซลลที่ 37°ซ. นาน 4 ช่ัวโมง.  
 - ดูดสารละลายทิ้ง, ลางตะกอนดวยการเตมิสารละลาย DMSO 100 ไมโครลิตร, เขยา
เบาๆ นาน 15 นาที. 
 - นําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 590 นาโนเมตร, นําคาที่ไดมาคํานวณหาเปอรเซ็นต
เซลลที่มีชีวิตเทียบกับกลุมควบคุม 
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3.  ผลการทดลองและวิจารณผล 
 

3.1 ผลการทดสอบการกอความระคายเคืองผิวหนังกระตาย 
จากคาเฉลี่ยคะแนนความผิดปกติของผิวหนังกระตายบริเวณที่สัมผัสกับตัวอยางทดสอบ

และน้ํากลั่น (บริเวณควบคุม) พบวา กลีเซอรีนจากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2 
กอใหเกิดอาการบวมแดงเล็กนอยในชั่วโมงแรก เมื่อเทียบกับน้ํากลั่น. สวนไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํา
กระบวนการที่ 1 และ 2 น้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 และ 2 ไมมีผลกอใหเกิดอาการแดงและบวมของ
ผิวหนังกระตายทุกตัวที่ใชในการทดสอบ (อาการแดงและอาการบวม เปน 0), ดังแสดงในตารางที่ 1. 

 
ตารางที ่ 1.  คะแนนเฉลีย่ความผดิปกตขิองผิวหนังกระตายบริเวณท่ีไดรับผลิตภณัฑน้ํามนัสบูดํา (n=3)  

ระยะเวลาที่สังเกตอาการ (ชั่วโมง) 
1 24 48 72 ตัวอยางทดสอบ 

อาการ
แดง 

อาการ
บวม 

อาการ
แดง 

อาการ
บวม 

อาการ
แดง 

อาการ
บวม 

อาการ
แดง 

อาการ
บวม 

กลีเซอรีนจากน้ํามันสบูดํา
แหลงที่  1 กระบวนการที่ 2 1 1 0 0 0 0 0 0 

ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดํา
แหลงที่ 1 กระบวนการที่ 1 

0 0 0 0 0 0 0 0 

ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดํา
แหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2 

0 0 0 0 0 0 0 0 

น้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 0 0 0 0 0 0 0 0 

น้ํามันสบูดําแหลงที่ 2 0 0 0 0 0 0 0 0 

 
 

3.2  ผลการทดสอบการกอความระคายเคืองตอดวงตากระตาย 
ภายหลังจากหยอดตวัอยางทดสอบผลิตภัณฑจากสบูดําทัง้ 5 ตัวอยาง พบวา ในชั่วโมงที่ 1 

กลีเซอรีนจากสบูดําแหลงที ่ 1 กระบวนการที่ 2 มีผลตอเยื่อบุตากระตายในระดบัที่มีการแดงและ
บวมของเสนเลือดตามากทีสุ่ด และอาการดังกลาวหายเปนปกติภายใน 24 ช่ัวโมง ในทุกตัวอยาง, ดัง 
แสดงในตารางที่ 2.
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ตารางที่ 2.  คาเฉลี่ยคะแนนความผิดปกตติอดวงตากระตายหลังหยอดตัวอยางทดสอบ  (n=3 

 
 
 

ความผิดปกติของดวงตา ตรวจวัดคะแนนที่ (ชั่วโมง) 

1 24 48 72 

กระจกตา มานตา เยื่อบุลูกตา กระจก
ตา มานตา เยื่อบุลูกตา กระจก

ตา มานตา เยื่อบุลูกตา กระจก
ตา มานตา เยื่อบุลูกตา 

ตัวอยางทดสอบ 
 

ความขุน บวม/
แดง 

ปฏิกิริยา
ตอแสง แดง บวม ความ

ขุน 
บวม/
แดง 

ปฏิกิริยา
ตอแสง แดง บวม ความ

ขุน 
บวม/
แดง 

ปฏิกิริยา
ตอแสง แดง บวม ความ

ขุน 
บวม/
แดง 

ปฏิกิริยา
ตอแสง แดง บวม 

กลีเซอรีนจากน้ํามัน
สบูดําแหลงที่ 1 
กระบวนการที่ 2 

0 0 0 2 2 0 0 0 2 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

ไบโอดีเซล จากน้าํมัน
สบูดําแหลงที่ 1
กระบวนการที่ 1 

0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

ไบโอดีเซล จากน้าํมัน
สบูดําแหลงที่ 1 
กระบวนการที่ 2 

0 0 0 2 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

น้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

น้ํามันสบูดําแหลงที่ 2 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

21 
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3.3  ผลการทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันทางปาก 
 ภายหลังจากปอนผลิตภัณฑจากสบูดําแตละชนิดขนาด 2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม (มก./กก.)
น้ําหนักตัวใหหนูขาว พบวา หนูทุกตัวในทุกกลุมมีอาการปกติและหนูทุกตัวมีชีวิตรอดตลอด
ระยะเวลาสังเกตผลนาน 14 วัน และตรวจไมพบความผิดปกติของอวัยวะภายในจากการชันสูตร
ซากเมื่อส้ินสุดการทดสอบดังแสดงในตารางที่ 3. นอกจากนี้ยังพบวา ผลิตภัณฑจากสบูดําทั้ง 5  
ชนิดไมมีผลตอการเจริญเติบโตในหนูขาว (รูปที่ 1). 
 
ตารางที่ 3. อัตราการตายและผลการชันสูตรอวัยวะภายในจากการทดสอบความเปนพิษเฉียบพลัน

ทางปากตลอดการทดลองนาน 14 วัน ภายหลังไดรับผลติภัณฑจากสบูดํา    
อัตราการตาย 

(จํานวนสัตวทดลองที่ตาย /  
จํานวนสัตวทดลองที่ใชทดสอบ) 

ผลการชันสูตรอวัยวะภายใน 
(Gross Pathology) ตัวอยางทดสอบ/ขนาด 

เพศผู เพศเมีย รวม เพศผู เพศเมีย 

น้ํากลั่น (ปริมาตรเทียบเทาใน
กลุมทดลอง) 

0/5 0/5 0/10 ปกติ ปกติ 

กลีเซอรีนจากน้ํามันสบูดํา
แหลงที่ 1 กระบวนการที่  2 
(2,000 มก./กก. น้ําหนักตัว) 

0/5 0/5 0/10 ปกติ ปกติ 

ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดํา
แหลงที่ 1กระบวนการที่ 1 
(2,000 มก./กก. น้ําหนักตัว) 

0/5 0/5 0/10 ปกติ ปกติ 

ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดํา
แหลงที่ 1กระบวนการที่ 2 
(2,000 มก./กก. น้ําหนักตัว) 

0/5 0/5 0/10 ปกติ ปกติ 

น้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 
(2,000 มก./กก. น้ําหนักตัว) 

0/5 0/5 0/10 ปกติ ปกติ 

น้ํามันสบูดําแหลงที่ 2 
(2,000 มก./กก. น้ําหนักตัว) 0/5 0/5 0/10 ปกติ ปกติ 
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รูปท่ี 1.  เปรียบเทียบคาเฉล่ียการเพิ่มขึ้นของน้ําหนักตัวหนูขาวภายหลังจากการกินผลิตภณัฑจาก

สบูดํา  ระยะเวลา 8 และ 15 วัน.    
B 1 :  น้ํากลั่น (ปริมาตรเทียบเทาในกลุมทดลอง) 
G 1 :  กลีเซอรีน จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที ่2 (2,000 มก./กก. 
น้ําหนกัตัว) 
P 1 :  ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 1 (2,000 มก./กก. 
น้ําหนกัตัว) 
P 2 :  ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2 (2,000 มก./กก. 
น้ําหนกัตัว) 
O 1 :  น้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 (2,000 มก./กก. น้ําหนกัตัว) 
O 2 :  น้ํามันสบูดําแหลงที่ 2 (2,000 มก./กก. น้ําหนกัตัว) 

 
3.4  ผลการทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันทางผิวหนัง 
 ภายหลังจากนาํผลิตภัณฑจากสบูดําแตละชนิดขนาด 2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม (มก./กก.)
น้ําหนกัตัวใหสัมผัสผิวหนังหนูขาวนาน 24 ช่ัวโมง  พบวา หนูทุกตวัในทุกกลุมมีอาการปกติและมี
ชีวิตรอดตลอดระยะเวลาสังเกตผลนาน 14 วัน, รวมทั้ง ตรวจไมพบความผิดปกติของอวัยวะภายใน
จากการชันสูตรซากเมื่อส้ินสุดการทดสอบดังแสดงในตารางที่ 4. นอกจากนีย้ังพบวา ผลิตภัณฑจาก
สบูดําทั้ง 5  ชนิดไมมีผลตอการเจริญเติบโตในหนูขาวทางผิวหนัง (รูปที่ 2). 
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ตารางที่ 4.   อัตราการตายและผลการชันสตูรอวัยวะภายในจากการทดสอบความเปนพิษเฉียบพลัน 
 ทางผิวหนงัตลอดการทดลองนาน 14 วัน ภายหลังไดสัมผัสผลติภัณฑจากสบูดํา   

อัตราการตาย 
(จํานวนสัตวทดลองที่ตาย /  

จํานวนสัตวทดลองที่ใชทดสอบ) 

ผลการชันสูตรอวัยวะ
ภายใน (Gross Pathology) ตัวอยางทดสอบ/ขนาด 

เพศผู เพศเมีย รวม เพศผู เพศเมีย 

น้ํากลั่น (ปริมาตรเทียบเทาใน
กลุมทดลอง) 

0/5 0/5 0/10 ปกติ ปกติ 

กลีเซอรีนจากน้ํามันสบูดํา
แหลงที่ 1 กระบวนการที่  2 
(2,000 มก./กก. น้ําหนักตัว) 

0/5 0/5 0/10 ปกติ ปกติ 

ไบโอดีเซลจากน้ํามันสบูดํา
แหลงที่ 1 กระบวนการที่ 1 
(2,000 มก./กก. น้ําหนักตัว) 

0/5 0/5 0/10 ปกติ ปกติ 

ไบโอดีเซลจากน้ํามันสบูดํา
แหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2 
(2,000 มก./กก. น้ําหนักตัว) 

0/5 0/5 0/10 ปกติ ปกติ 

น้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 
(2,000 มก./กก. น้ําหนักตัว) 

0/5 0/5 0/10 ปกติ ปกติ 

น้ํามันสบูดําแหลงที่ 2 
(2,000 มก./กก. น้ําหนักตัว) 0/5 0/5 0/10 ปกติ ปกติ 
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รูปท่ี 2.  เปรียบเทียบคาเฉล่ียการเพิ่มขึ้นของน้ําหนักตัวหนูขาวภายหลังจากการสัมผัสผลติภัณฑ

จากสบูดําทางผิวหนัง  ระยะเวลา 8 และ 15 วัน.    
B 1 :  น้ํากลั่น (ปริมาตรเทียบเทาในกลุมทดลอง) 
G 1 :  กลีเซอรีน จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที ่2 (2,000 มก./กก. 

น้ําหนกัตัว) 
P 1 :  ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 1 (2,000 มก./กก. 

น้ําหนกัตัว) 
P 2 :   ไบโอดีเซล จากน้ํามนัสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2 (2,000 มก./กก. 

น้ําหนกัตัว) 
O 1 :  น้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 (2,000 มก./กก. น้ําหนกัตัว) 
O 2 :  น้ํามันสบูดําแหลงที่ 2 (2,000 มก./กก. น้ําหนกัตัว) 
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3.5  ผลการทดสอบความเปนพิษเฉียบพลันจากการสูดดม 
 ผลจากการสูดดม “ไบโอดีเซลจากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 1 และไบโอดีเซล
จากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2” ขนาด 1.5 ppm/0.34 m3 (1.5 มก./ล.)  โดยการฉีดพน
ดวยเครื่อง atomizer ภายในตูกระจกระบบปดเปนเวลานาน 1 ช่ัวโมง และสังเกตอาการผิดปกติของ
หนูทดลองที่เวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง ภายหลังสูดดม, พบวา หนูถีบจักรทดลองทุกตัวรอดชีวิตและมี
อาการปกติตลอดจนสิ้นสุดระยะเวลาการทดสอบ. จากผลการทดลองแสดงวา “ไบโอดีเซลจาก
น้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 1 และไบโอดีเซลจากน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1 กระบวนการที่ 2” 
ไมมีความเปนพิษเฉียบพลันทางการสูดดมที่ขนาด 1.5 มก./ล. ในหนูถีบจักร (ตารางที่ 5). 
 
ตารางที่  5. ผลอัตราการตายและอาการผิดปกติของหนูถีบจักรจากการสูดดมไบโอดีเซลน้ํามันสบู

ดําจากกขบวนการที่ 1 และ 2   

ตัวอยางทดสอบ /เกณฑในการทดสอบ ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดํา     
กระบวนการที่ 1 

ไบโอดีเซล จากน้ํามันสบูดํา 
กระบวนการที่ 2 

อัตราการตาย  (จํานวนสัตวทดลองที่
ตาย / จํานวนสัตวทดลองที่ใชทดสอบ) 

  

     :   ระยะเวลา 24 ช่ัวโมง 0/10 0/10 
     :   ระยะเวลา 48 ช่ัวโมง 0/10 0/10 
อาการผิดปกติของสัตวทดลอง   
    :   อาการสั่น (Tremor) − − 
    :   อาการชัก (Convulsion) − − 
    :   การขับน้ําลาย (Salivation) − − 
    :   ทองเสีย (Diarrhea) − − 
    :   เฉื่อยชา (Lethalgy) − − 
    :   หลับ (Sleep) − − 
    :  โคมา (Coma) − − 

 
 หมายเหตุ: √    =   พบ 

 −   =  ไมพบ 
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3.6  ผลการทดสอบความเปนพิษตออัวยวะภายในสัตวทดลอง  
3.6.1 อาการทางพิษวิทยาท่ีพบในสตัวทดลอง 

 ภายหลังปอนไบโอดีเซลน้ํามันสบูดําจากกระบวนการที ่ 1 และ 2, สังเกตและบนัทึกอาการ
ผิดปกติของหนูอยางนอยวนัละครั้งทุกวันติดตอกันนาน 30 วัน และ 60 วันสําหรับกลุม Satellite, 
พบวาหนูทุกตวัมีอาการปกต ิดังแสดงในตารางที่ 6. 
 
ตารางที่  6.  อาการทางพิษวทิยาของหนขูาวทดลองภายหลังปอนไบโอดีเซลน้ํามันสบูดําจาก

กระบวนการที่ 1 และ 2 
ผลการตรวจ 

ไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํา             
กระบวนการที่ 1 

ไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํา            
กระบวนการที่ 2 อาการทางพิษวิทยา 

พบ ไมพบ 
Hunched posture - / 
Piloerection - / 
Oedema - / 
Erythema - / 
Fasciculation - / 
Ataxia - / 
Convulsions - / 
Tremor - / 
Drowsiness - / 
Lacrimation - / 
Nasal discharge - / 
Diarrhea - / 
Feces - / 
Diuresis - / 
Dead - / 
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3.6.2  ผลตอการเจริญเติบโต 
หลังจากปอนไบโอดีเซลน้ํามันสบูดําจากกระบวนการ 1 และ 2 ที่ขนาด 500, 1,000 และ 

2,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนกัตัว และปอนน้ํากลั่นใหแกหนูขาวทั้งเพศผูและเพศเมีย ติดตอกัน
เปนเวลา 30 วนั และ 60 วันสําหรับกลุม Satellite, พบวา ไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํากระบวนการ1 และ 
2  ไมมีผลตอการยับยั้งการเจริญเติบโตของหนูขาว  ดังแสดงในรูปที่ 3. 
                                                                                                       
  

 A         น้าํหนกัตวัของหนขูาวเพศผู

220

270

320

370

420

day1 day9 day16 day23 day30 day60

control
BD1 500 mg/kg
BD1 1000 mg/kg
BD1 2000 mg/kg
satellite

นํ้าหนักตัว (กรมั)

 B       นํ้าหนักตวัของหนูทดลองเพศเมีย

170

190

210

230

250

day1 day9 day16 day23 day30 day60

control
BD1 500 mg/kg
BD1 1000 mg/kg
BD1 2000 mg/kg
satellite

นํ้าหนักตวั (กรมั)

 
รูปท่ี 3.  น้ําหนักหนูขาวในระยะเวลา 30 วัน และ 60 วันภายหลงัไดรับไบโอดีเซลน้าํมันสบูดาํ 
              กระบวนการ 1 ของหนูเพศผู.  

(A) เพศเมีย  
(B) ไบโอดีเซลน้ํามันสบูดาํกระบวนการที่2 ของหนูเพศผู  
(C) เพศเมีย (D)         
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 C         น้าํหนกัตวัของหนขูาวเพศผู
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BD2 500 mg/kg
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น้าํหนกัตวั (กรัม)

 
 D       น้าํหนกัตวัของหนขูาวเพศเมยี

150
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250

day1 day9 day16 day23 day30 day60
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BD2 2000 mg/kg
satellite

นํ้าหนักตัว (กรมั)

 
 

รูปท่ี 3.  (ตอ) น้ําหนักหนูขาวในระยะเวลา 30 วัน และ 60 วันภายหลงัไดรับไบโอดีเซลน้ํามันสบูดาํ 
              กระบวนการ 1 ของหนูเพศผู.  

(A) เพศเมีย  
(B) ไบโอดีเซลน้ํามันสบูดาํกระบวนการที่2 ของหนูเพศผู  
(C) เพศเมีย (D)         

 
3.6.3  ผลตอเคมีคลินิกของเลอืด 

หลังจากปอนไบโอดีเซลน้ํามันสบูดําจากกระบวนการที่ 1 และ 2 ที่ขนาด 500, 1,000, และ 
2,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักตัว  และวัดคาเคมีคลินิกในเลือด  ไดแก Alanine 
Transminase(ALT), Aspartate Transaminase(AST), Creatinine และ Urea Nitrogen  ของหนูขาว
เพศผู (ตารางที่ 7) และเพศเมีย (ตารางที่ 8), พบวา คาชีวเคมีในเลือดของกลุมทดสอบ 500, 1,000 
และ 2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม น้ําหนักตัวของทั้งเพศผูและเพศเมีย ไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ 1 และคาชีวเคมีในเลือดของกลุมระยะหยุดการ
ปอน 30 วัน (satellite) ทั้งเพศผูและเพศเมีย ไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ 2. 
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3.6.4  ผลตอโลหิตวิทยา 
หลังจากปอนไบโอดีเซลน้ํามันสบูดําจากกระบวนการที่ 1 และ 2  ที่ขนาด 500, 1000, และ 

2,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักตัวและวัดคาพารามิเตอรทางโลหิตวิทยา คือ WBC, RBC, HGB, 
HCT, MCV, MCH, MCHC และ PLT ของหนูขาวเพศผู (ตารางที่ 9) และเพศเมีย (ตารางที่ 10), 
พบวา ไบโอดีเซลน้ํามันสบูดําทั้งสองกระบวนการไมมีผลตอคาทางโลหิตวิทยาของหนูขาวเพศผู
ทุกพารามิเตอร เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ 1. ยกเวนไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํากระบวนการที่ 2 
พบวา คา MCV ของหนูขาวเพศเมียมีคาสูงกวากลุมควบคุมที่ 1 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01)  
แบบไมขึ้นตรงตอขนาดความเขมขน. อยางไรก็ตาม คาทางโลหิตวิทยาของหนูกลุมระยะหยุดการ
ปอน 30 วัน ทั้งเพศผูและเพศเมีย มีคาไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุมที่ 2.  
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ตารางที่ 7.  ผลทางเคมีคลินิก (Blood chemistry) ของหนู Wistar เพศผูในกลุมควบคุม และกลุมที่ไดรับผลิตภัณฑน้ํามันสบูดํากระบวนการที่ 1 (P1) และ กระบวนการที่ 
2 (P2) เมื่อสิ้นสุดการทดลองครบ 30 วันและ กลุมระยะหยุดการปอน 30 วัน 

    
กระบวนการที่ 1 : P1  และ กระบวนการที่ 2 : P2. 
กลุมควบคุมที่ 1  ใชเปรียบเทียบกับกลุมทดสอบที่ 500-2,000 มิลลิกรัม /กิโลกรัม. 
กลุมควบคุมที่ 2  ใชเปรียบเทียบกับกลุมทดสอบที่  2,000 มิลลิกรัม /กิโลกรัม ระยะหยุดการปอน 30 วัน. 
 
 

กลุมควบคุม ผลิตภัณฑไบโอดีเซลน้ํามันสบูดําตอหนูขาวเพศผู (Mean±SE) 
 

500 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

1,000 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

2,000 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

2,000 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

ระยะหยุดการปอน 30 วัน 

พารามิเตอรทาง 
เคมีคลินิก กลุมควบคุม 

ที่  1 
กลุมควบคุม 

ที่  2 
P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2 

1. Urea Nitrogen 15.33 ± 1.2 31.00 ± 2.5 16.00 ± 0.5 15.00 ± 1.0 16.00 ± 1.1 16.33 ± 0.6 14.66 ± 0.8 17.33 ± 0.8 30.00 ± 0.5 28.66 ± 1.8 
2. Creatinine 0.43 ± 0.0 0.50 ± 0.0 0.5 ± 0.0 0.40 ± 0.0 0.43 ± 0.0 0.46 ± 0.0 0.5 ± 0.0 0.46 ± 0.0 0.46 ± 0.0 0.53 ± 0.0 
3. Aspartate 
Transminase (AST) 

87.03 ± 5.6 115.00 ± 6 73.9 ± 23.5 105.03 ± 12.0 92.33 ± 2.6 65.43 ± 27.08 68.82 ± 31.4 94.10 ± 5.9 91.73 ± 11.3 110.80 ± 13.4 

4. Alanine Transminase 
(ALT) 

44.66 ± 9.9 95.00 ± 23.7 34.33 ± 2.3 49.33 ± 10.1 40.66 ± 2.9 54.66 ± 12.2 39.00 ± 4.7 43.00 ± 2.6 121.33 ± 64.9 138.33 ± 49.3 

31 
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ตารางที่ 8. ผลทางเคมีคลินิก (Blood chemistry) ของหนู Wistar เพศเมียในกลุมควบคุม และกลุมที่ไดรับผลิตภัณฑน้าํมันสบูดํากระบวนการที่ 1 (P1) และ กระบวนการ
ที่ 2 (P2) เมื่อสิ้นสุดการทดลองครบ 30 วันและ กลุมระยะหยุดการปอน 30 วัน 

กลุมควบคุม ผลิตภัณฑไบโอดีเซลน้ํามันสบูดําตอหนูขาวเพศเมีย (Mean±SE) 
 

500 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

1,000 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

2,000 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

2,000 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

ระยะหยุดการปอน 30 วัน 

 พารามิเตอร 
ทางเคมีคลินิก กลุมควบคุม 

ที่  1 
กลุมควบคุม 

ที่  2 
P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2 

1. Urea Nitrogen 22.33 ± 1.3 37.33 ± 6.3 18.33 ± 1.4 17.16 ± 1.2 20.00 ± 1.0 18.66 ± 2.8 18.00 ± 1.7 16.66 ± 1.7 35.66 ± 3.9 30.33 ± 1.5 
2. Creatinine 0.63 ± 0.0 0.60 ± 0.0 0.56 ± 0.0 0.48 ± 0.0 0.60 ± 0.0 0.56 ± 0.0 0.50 ± 0.0 0.63 ± 0.0 0.53 ± 0.0 0.56 ± 0.0 
3. Aspartate 
Transminase (AST) 

67.6 ± 5.6 84.73 ± 1.3 95.93 ± 2.2 100.21 ± 6.7 97.46 ± 3.6 73.06. ± 
30.7 

91.33 ± 2.7 93.43 ± 6.0 108 ± 1.5 127.66 ± 12.2 

4. Alanine Transminase 
(ALT) 

23.66 ± 2.1 54.66 ± 24.1 25.00 ± 1.5 37.16 ± 7.1 23.33 ± 1.7 25.66 ± 2.6 27.66 ± 1.2 24.00 ± 0.6 40.00 ± 10.0 40.33 ± 9.2 

    
กระบวนการที่ 1 : P1  และ กระบวนการที่ 2 : P2. 
กลุมควบคุมที่ 1  ใชเปรียบเทียบกับกลุมทดสอบที่ 500-2,000 มิลลิกรัม /กิโลกรัม. 
กลุมควบคุมที่ 2  ใชเปรียบเทียบกับกลุมทดสอบที่  2,000 มิลลิกรัม /กิโลกรัม ระยะหยุดการปอน 30 วัน. 
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ตารางที่ 9. ผลทางโลหิตวทิยา (Hematology) ของหน ูWistar เพศผูในกลุมควบคุม และกลุมที่ไดรับผลิตภณัฑน้ํามันสบูดาํกระบวนการที่ 1 (P1) และ กระบวนการที่ 2 
(P2) เมื่อสิ้นสุดการทดลองครบ 30 วันและ กลุมระยะหยุดการปอน 30 วัน                      

กลุมควบคุม ผลิตภัณฑไบโอดีเซลน้ํามันสบูดําตอหนูขาวเพศผู (Mean±SE) 

500 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

1,000 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

2,000 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

2,000 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

ระยะหยุดการปอน 30 วัน 

 พารามิเตอร 
ทาง 

โลหิตวิทยา 
กลุมควบคุม 

ที่  1 
กลุมควบคุม 

ที่  2 
P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2 

1. WBC X103 5.30 ± 0.7 5.91 ± 0.1 3.18 ± 0.5 5.77 ± 0.9 4.49 ± 0.0 4.77 ± 0.5 5.62 ± 0.6 4.60 ± 0.0 5.39 ± 0.4 6.89 ± 1.0 
2. RBC X 106 8.45 ± 0.0 8.54 ± 0.1 8.31 ± 0.2 8.13 ± 0.2 7.94 ± 0.3 8.77 ± 0.3 7.99 ± 0.1 8.36 ± 0.3 8.32 ± 0.2 8.36 ± 0.0 
3. Hb 16.83 ± 0.3 17.03 ± 0.0 16.46 ± 0.1 16.23 ± 0.3 16.30 ± 0.3 17.13 ± 0.2 16.66 ± 0.2 17.03 ± 0.3 16.63 ± 0.3 17.26 ± 0.0 
4. Hct 47.66 ± 2.1 51.00 ± 0.5 45.66 ± 0.66 47.33 ± 0.88 45.00 ± 1.5 52.66 ± 1.2 46.66 ± 0.9 52.00 ± 1.7 49.66 ± 1.3 50.66 ± 0.3 
5. MCV 56.06 ± 1.8 59.70 ± 0.1 55.16 ± 0.8 58.30 ± 0.4 56.53 ± 0.3 59.90 ± 1.5 58.43 ± 0.2 59.10 ± 3.7 60.03 ± 1.0 60.33 ± 0.6 
6. MCH 19.9 ± 0.2 19.93 ± 0.3 19.83 ± 0.3 19.96 ± 0.1 20.53 ± 0.4 19.53 ± 0.4 20.90 ± 0.3 20.36 ± 0.5 20.00 ± 0.4 20.66 ± 0.2 
7. MCHC 35.56 ± 0.7 33.4 ± 0.4 35.96 ± 0.3 34.26 ± 0.0 36.33 ± 0.5 32.66 ± 0.3 35.70 ± 0.5 32.63 ± 0.5 33.50 ± 0.3 34.26 ± 0.0 
8. PLT count X 105 4.98± 0.2 5.68 ± 0.4 4.90 ± 0.4 3.94 ± 0.4 5.22 ± 0.0 5.49 ± 0.4 5.57 ± 0.5 5.05 ± 0.2 6.83 ± 0.2 6.44 ± 0.6 
    
กระบวนการที่ 1 : P1  และ กระบวนการที่ 2 : P2. 
กลุมควบคุมที่ 1 ใชเปรียบเทียบกับกลุมทดสอบที่ 500-2,000 มิลลิกรัม /กิโลกรัม. 
กลุมควบคุมที่ 2 ใชเปรียบเทียบกับกลุมทดสอบที่  2,000 มิลลิกรัม /กิโลกรัม ระยะหยุดการปอน 30 วัน. 
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ตารางที่ 10. ผลทางโลหิตวทิยา (Hematology) ของหนู Wistar เพศเมียในกลุมควบคุม และกลุมที่ไดรับผลิตภณัฑน้ํามันสบูดาํกระบวนการที่ 1 (P1) และ กระบวนการที่ 2 
(P2) เมื่อสิ้นสุดการทดลองครบ 30 วันและ กลุมระยะหยุดการปอน 30 วัน                           

กลุมควบคุม ผลิตภัณฑไบโอดีเซลน้ํามันสบูดําตอหนูขาวเพศเมีย (Mean±SE) 

500 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

1,000 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

2,000 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

2,000 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

ระยะหยุดการปอน 30 วัน 

 พารามิเตอร 
ทาง 

โลหิตวิทยา 
กลุมควบคุมที่ 

1 
กลุมควบคุมที่ 

2 
P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2 

1. WBC X103 4.39 ± 0.4 5.12 ± 0.4 3.86 ± 0.2 2.22 ± 0.7 5.45 ± 0.4 4.39 ± 0.4 3.94 ± 0.4 3.81 ± 0.5 4.87 ± 0.7 4.87 ± 0.7 
2. RBC X 106 7.61 ± 0.3 8.27 ± 0.2 7.72 ± 0.0 5.96 ± 1.9 7.52 ± 0.2 8.45 ± 0.2 7.45 ± 0.1 7.41 ± 0.1 8.18 ± 0.1 8.18 ± 0.1 
3. Hb 15.23 ± 0.6 16.88 ± 0.1 15.80 ± 0.1 11.70 ± 5.1 15.06 ± 0.1 16.98 ± 0.1 15.33 ± 0.1 15.36 ± 0.3 16.76 ± 0.2 16.76 ± 0.2 
4. Hct 43.33 ± 2.4 49.33 ± 0.9 43.66 ± 0.33 37.00 ± 12.0 41.33 ± 0.6 50.83 ± 1.0 42.66 ± 0.9 44.66 ± 0.6 49.33 ± 0.6 49.33 ± 0.6 
5. MCV 56.43 ± 1.0 59.73 ± 0.5 56.30 ± 0.8 61.03 ± 0.9** 55.06 ± 0.5 60.06 ± 0.9** 57.13 ± 0.8 60.03 ± 0.4** 60.06 ± 0.8 60.06 ± 0.8 
6. MCH 20.00 ± 0.4 20.4 ± 0.3 20.46 ± 0.1 16.46 ± 4.8 20.06 ± 0.3 20.13 ± 0.4 20.56 ± 0.0 20.73 ± 0.1 20.46 ± 0.2 20.46 ± 0.2 
7. MCHC 35.50 ± 0.7 34.2 ± 0.5 36.36 ± 0.6 26.73 ± 7.7 36.40 ± 0.3 33.53 ± 0.4 36.03 ± 0.6 34.53 ± 0.3 34.06 ± 0.1 34.06 ± 0.1 
8. PLT count X 105 4.99 ± 0.7 5.80 ± 0.4 5.54 ± 0.6 3.95 ± 0.2 5.22 ± 0.6 5.60 ± 0.2 4.85 ± 0.5 5.93 ± 0.0 6.52 ± 0.8 6.52 ± 0.8 
กระบวนการที่ 1 : P1  และ กระบวนการที่ 2 : P2. 

** แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ 1 ที่ p< 0.01. 

กลุมควบคุมที่ 1 ใชเปรียบเทียบกับกลุมทดสอบที่ 500-2,000 มก./กก. 
กลุมควบคุมที่ 2 ใชเปรียบเทียบกับกลุมทดสอบที่  2,000 มก./กก. ระยะหยุดการปอน 30 วัน. 
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3.6.5  ผลตอเคมีคลินิกของปสสาวะ 
หลังจากปอนไบโอดีเซลน้ํามันสบูดําจากกระบวนการที่ 1 และ 2  ที่ขนาด 500, 1000, และ 

2,000 มิลลิกรัมตอกิโลกรัมน้ําหนักตัว, พบวา คาเคมีคลินิกในปสสาวะของหนูขาวเพศผู (ตารางที่ 
11) และเพศเมีย (ตารางที่ 12) ดังพารามิเตอรตอไปนี้ Specific Gravity, Leukocytes, Nitrite, 
Protein, Glucose, Ketone, Uribilinogen, Bilirubin และ Erythrocytes มีคาปกติ, ไมมีความแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ 1. กลุมทดสอบระยะหยุดการปอนยา 30 
วัน ทั้งเพศผูและเพศเมียมีคาทางเคมีคลินิกในปสสาวะไมแตกตางทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุมที่ 2 เชนกัน.  
 

3.6.6  ผลตอน้าํหนักสัมพัทธอวัยวะภายใน (relative internal organ weight) 
ผลตอน้ําหนักสัมพัทธของอวัยวะภายในของหนูขาวหลังจากไดรับไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํา 

กระบวนการที่ 1 และ 2 ขนาด 500, 1,000 และ 2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว ตอเนื่องนาน 30 
วัน, พบวา คาน้ําหนักสัมพัทธอวัยวะภายในของหนูเพศเมียทุกอวัยวะ  ไมมีความแตกตางทางสถิติ
เมื่อเปรียบ-เทียบกับหนูในกลุมควบคุมที่1. ขณะที่ในหนูเพศผู พบวาน้ําหนักสัมพัทธของปอดและ
หัวใจในกลุมทด- สอบที่ไดรับน้ํามันสบูดํากระบวนการ 2 ขนาด 2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนัก
ตัว มีคาสูงขึ้นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ 1 ในเพศเดียวกัน.  

 
3.6.7 ผลทางพยาธิสภาพและจุลพยาธิวิทยาของไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํา 

 เมื่อเสร็จสิ้นระยะเวลาการปอนไบโอดีเซลน้ํามันสบูดําใหหนูขาวทดสอบเปนเวลา  30 วัน 
หนูแตละตัวจะถูกทําการุณยฆาต (euthanasia) โดยใชคารบอนไดออกไซด, แลวเปดหนาทองเพื่อ
ตรวจหาพยาธิสภาพของอวัยวะภายในตางๆ ในระดับที่มองดวยตาเปลา (gross pathology 
examination) ไดแก สมอง, ปอด, ตับ, ไต, หัวใจ, รังไข และอัณฑะ. บันทึกความผิดปกติของอวัยวะ
เหลานั้น เชน สี, ขนาด และ ตําแหนง. หลังจากนั้น เก็บตัวอยางอวัยวะดังกลาวแชในสาร buffered 
formalin ที่มีความเขมขนรอยละ 10, เพื่อนําไปเตรียมเปนสไลด สําหรับตรวจหาความผิดปกติใน
ระดับจุลพยาธิตอไป. 
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ตารางที่ 11.  ผลทางเคมีคลินิกของปสสาวะ (Urinalysis) หนู Wistar เพศผูในกลุมควบคุม และกลุมที่ไดรับผลิตภัณฑน้ํามันสบูดํากระบวนการที่ 1 (P1) และ 
                     กระบวนการที่ 2 (P2) เมื่อสิ้นสุดการทดลองครบ  30 วันและ กลุมระยะหยุดการปอน 30 วัน                           

กลุมควบคุม ผลิตภัณฑไบโอดีเซลน้ํามันสบูดําตอหนูขาวเพศผู (Mean±SE) 

500 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

1,000 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

2,000 
มก. /กก. 

2,000 
มก. /กก. 

ระยะหยุดการปอน 30 วัน 

 พารามิเตอรทาง 
เคมีคลินิกของปสสาวะ 

กลุมควบคุมที่ 
1 

กลุมควบคุมที่ 
2 

P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2 
1.Specific Gravity 1.0167 ± 0.0 1.0183 ± 0.0 1.0133 ± 0.0 1.0167 ± 0.0 1.0150 ± 0.0 1.016 ± 0.0 1.0117 ± 0.0 1.0150 ± 0.0 1.0150 ± 0.0 1.0167 ± 0.0 
2.pH 9.00 ± 0.0 8.66 ± 0.3 8.66 ± 0.3 8.33 ± 0.3 9.00 ± 0.0 8.66 ± 0.3 8.33 ± 0.3 8.66 ± 0.3 9.00 ± 0.0 9.00 ± 0.0 
3.Leukocyte 1.33 ± 0.3 0.66 ± 0.6 2.33 ± 0.3 0.66 ± 0.3 1.66 ± 0.3 1.33 ± 0.8 1.66 ± 0.3 0.66 ± 0.6 1.00 ± 0.6 1.66 ± 0.3 
4.Nitrite  0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.33 ± 0.3 
5.Protein 0.00 ± 0.0 0.66 ± 0.6 1.00 ± 1.0 0.00 ± 0.0 0.33 ± 0.3 0.66 ± 0.6 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.33 ± 0.3 0.00 ± 0.0 
6.Glucose 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 
7.Ketone 0.00 ± 0.0 1.00 ± 0.6 0.66 ± 0.3 0.00 ± 0.0 0.33 ± 0.3 0.33 ± 0.3 0.33 ± 0.3 0.00 ± 0.0 0.66 ± 0.3 0.66 ± 0.3 
8.Uribilinogen 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 
9.Bilirubin 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 
10.Erythrocytes 1.00 ± 1.0 0.33 ± 0.3 1.00 ± 1.0 1.33 ± 0.6 1.00 ± 1.0 0.00 ± 0.0 3.00 ± 0.0 0.66 ± 0.6 0.00 ± 0.0 1.00 ± 0.5 
กระบวนการที่ 1 : P1  และ กระบวนการที่ 2 : P2. 
กลุมควบคุมที่ 1 ใชเปรียบเทียบกับกลุมทดสอบที่ 500-2,000 มิลลิกรัม /กิโลกรัม. 
กลุมควบคุมที่ 2 ใชเปรียบเทียบกับกลุมทดสอบที่  2,000 มิลลิกรัม /กิโลกรัม  ระยะหยุดการปอน 30 วัน. 
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ตารางที่ 12.  ผลทางเคมีคลินิกของปสสาวะ (Urinalysis) หนู Wistar เพศเมียในกลุมควบคุม และกลุมที่ไดรับผลิตภัณฑน้าํมนัสบูดํากระบวนการที่ 1 (P1) และ  
                     กระบวนการที่ 2 (P2) เมื่อสิ้นสุดการทดลองครบ 30 วันและ กลุมระยะหยุดการปอน 30 วัน                           

กลุมควบคุม ผลิตภัณฑไบโอดีเซลน้ํามันสบูดําตอหนูขาวเพศเมีย (Mean±SE) 

500 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

1,000 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

2,000 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

2,000 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

ระยะหยุดการปอน 30 วัน 

 พารามิเตอรทาง 
เคมีคลินิกของปสสาวะ 

กลุมควบคุม 
ที่ 1 

กลุมควบคุม 
ที่ 2 

P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2 
1.Specific Gravity 1.0133 ± 0.0 1.0167 ± 0.0 1.0133 ± 0.0 1.0133 ± 0.0 1.0150 ± 0.0 1.0183 ± 0.0 1.0167 ± 0.0 1.0167 ± 0.0 1.0150 ± 0.0 1.0167 ± 0.0 
2.pH 8.33 ± 0.3 8.66 ± 0.3 9.00 ± 0.0 8.33 ± 0.3 9.00 ± 0.0 8.66 ± 0.33 8.66 ± 0.3 8.33 ± 0.3 8.66 ± 0.3 8.66 ± 0.3 
3.Leukocyte 0.33 ± 0.3 0.00 ± 0.0 0.33 ± 0.3 0.00 ± 0.0 1.00 ± 0.0 0.33 ± 0.3 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 1.00 ± 0.5 
4.Nitrite  0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.33 ± 0.3 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.66 ± 0.3 0.33 ± 0.3 0.33 ± 0.3 
5.Protein 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.33 ± 0.3 
6.Glucose 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 
7.Ketone 0.33 ± 0.3 0.33 ± 0.3 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 1.00 ± 0.0 
8.Uribilinogen 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 
9.Bilirubin 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 
10.Erythrocytes 0.33 ± 0.3 0.66 ± 0.6 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.00 ± 0.0 0.33 ± 0.3 0.33 ± 0.3 
กระบวนการที่ 1 : P1  และ กระบวนการที่ 2 : P2. 
กลุมควบคุมที่ 1 ใชเปรียบเทียบกับกลุมทดสอบที่ 500-2,000 มิลลิกรัม /กิโลกรัม. 
กลุมควบคุมที่ 2 ใชเปรียบเทียบกับกลุมทดสอบที่  2,000 มิลลิกรัม /กิโลกรัม ระยะหยุดการปอน 30 วัน. 
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ตารางที่ 13.  น้ําหนักสมัพัทธอวัยวะภายในของหน ูWistar เพศผูในกลุมควบคมุ และกลุมที่ไดรับผลิตภัณฑน้ํามันสบูดาํกระบวนการที่ 1 (P1) และ กระบวนการ 
 ที่ 2 (P2) เมื่อสิ้นสุดการทดลองครบ  30 วันและ กลุมระยะหยุดการปอน 30 วัน                           

กลุมควบคุม ผลิตภณัฑไบโอดีเซลน้ํามันสบูดําตอหนูขาวเพศผู (Mean±SE) 

500 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

500 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

2,000 
มก. /กก. 

2,000 
มก. /กก. 

ระยะหยุดการปอน 30 วัน อวัยวะ 
กลุมควบคุมที่ 1 กลุมควบคุมที่ 2 

P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2 
1.  Brain 0.0051±0.004 0.0050±0.002 0.0051±0.000 0.0060±0.000 0.0056±0.000 0.0059±0.000 0.0055±0.000 0.0065±0.000 0.0060±0.000 0.0049±0.000 
2.  Lung 0.0045±0.004 0.0042±0.000 0.0042±0.000 0.0052±0.000 0.0045±0.000 0.0054±0.000 0.0040±0.000 0.0060±0.000** 0.0050±0.000 0.0043±0.000 
3.  Liver 0.0396±0.039 0.0327±0.002 0.0407±0.002 0.0380±0.001 0.0352±0.003 0.0416±0.003 0.0375±0.002 0.0438±0.000 0.0337±0.001 0.0325±0.001 
4.  Thymus 0.0017±0.001 0.0015±0.000 0.0010±0.000** 0.0016±0.000 0.0018±0.000 0.0018±0.000 0.0016±0.000 0.0017±0.000 0.0017±0.000 0.0012±0.000 
5.  Heart 0.0035±0.003 0.0032±0.000 0.0042±0.000** 0.0037±0.000 0.0035±0.000 0.0038±0.000 0.0041±0.000** 0.0047±0.000** 0.0035±0.000 0.0036±0.000 
6.  Kidney 0.0089±0.008 0.0089±0.000 0.0094±0.000 0.0089±0.000 0.0089±0.000 0.010±0.000 0.0097±0.000 0.0101±0.000 0.0085±0.000 0.0076±0.000 
7.  Spleen 0.0022±0.002 0.0022±0.000 0.0018±0.000 0.0021±0.000 0.0019±0.000 0.0024±0.000 0.0020±0.000 0.0024±0.000 0.0024±0.000 0.0019±0.000 
8.  Intestine 0.0576±0.003 0.0725±0.007 0.0621±0.006 0.0671±0.003 0.0639±0.003 0.0667±0.004 0.0621±0.007 0.0674±0.077 0.0768±0.005 0.0608±0.007 
9.  Testis 0.0145±0.001 0.0181±0.003 0.0172±0.006 0.0165±0.003 0.0166±0.001 0.0178±0.000 0.0162±0.000 0.0201±0.002 0.0172±0.001 0.0171±0.001 
กระบวนการที่ 1 : P1  และ กระบวนการที่ 2 : P2   ** แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทยีบกับกลุมควบคุมที่ 1 ที่ p< 0.01. 
กลุมควบคุมที่ 1 ใชเปรียบเทียบกับกลุมทดสอบที่ 500-2,000 มิลลิกรัม /กิโลกรัม. 
กลุมควบคุมที่ 2 ใชเปรียบเทียบกับกลุมทดสอบที่ 2,000  มิลลิกรัม /กิโลกรัม ระยะหยุดการปอน 30 วัน. 
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ตารางที่ 14.  น้ําหนักสัมพทัธอวัยวะภายในของหนู Wistar เพศเมียในกลุมควบคุม และกลุมที่ไดรับผลิตภัณฑน้ํามันสบูดํากระบวนการที่ 1 (P1) และกระบวนการที่  
                     2 (P2) เมื่อสิ้นสุดการทดลองครบ  30 วันและ กลุมระยะหยุดการปอน 30 วัน                           

กลุมควบคุม ผลิตภัณฑไบโอดีเซลน้ํามันสบูดาํตอหนูขาวเพศเมีย (Mean±SE) 

500 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

500 
มิลลิกรัม /กิโลกรัม 

2,000 
มก. /กก. 

2,000 
มก. /กก. 

ระยะหยุดการปอน 30 วัน 
อวัยวะ กลุมควบคุมที่ 1 กลุมควบคุมที่ 2 

P1 P2 P1 P2 P1 P2 P1 P2 
1.  Brain 0.0090±0.000 0.0074±0.000 0.0091±0.000 0.0093±0.000 0.0091±0.000 0.0084±0.000 0.0090±0.000 0.0091±0.000 0.0084±0.000 0.0074±0.000 
2.  Lung 0.0060±0.000 0.0050±0.000 0.0094±0.002 0.0070±0.000 0.0083±0.001 0.0083±0.001 0.0123±0.003 0.0087±0.001 0.0059±0.000 0.0050±0.000 
3.  Liver 0.0393±0.001 0.0320±0.001 0.0381±0.001 0.0394±0.002 0.0436±0.000 0.0442±0.000 0.0439±0.002 0.0434±0.001 0.0332±0.000 0.0320±0.001 
4.  Thymus 0.0021±0.000 0.0020±0.000 0.0025±0.000 0.0021±0.000 0.0020±0.000 0.0023±0.000 0.0024±0.000 0.0024±0.000 0.0020±0.000 0.0020±0.000 
5.  Heart 0.0043±0.000 0.0043±0.000 0.0044±0.000 0.0048±0.000 0.0047±0.000 0.0047±0.000 0.0052±0.000 0.0049±0.000 0.0040±0.000 0.0043±0.000 
6.  Kidney 0.0113±0.000 0.0097±0.000 0.0102±0.000 0.0112±0.000 0.0104±0.000 0.0110±0.000 0.0106±0.000 0.0119±0.001 0.0094±0.000 0.0097±0.000 
7.  Spleen 0.0027±0.000 0.0025±0.000 0.0030±0.000 0.0039±0.000 0.0031±0.000 0.0036±0.000 0.0033±0.000 0.0034±0.000 0.0027±0.000 0.0025±0.000 
8.  Intestine 0.0821±0.004 0.0674±0.006 0.0672±0.010 0.0786±0.000 0.0789±0.002 0.0767±0.005 0.0892±0.002 0.0865±0.008 0.0771±0.009 0.0674±0.006 
9.  Ovary 0.0114±0.002 0.0066±0.001 0.0109±0.005 0.0125±0.001 0.0103±0.001 0.0129±0.003 0.0112±0.002 0.0114±0.004 0.0065±0.001 0.0066±0.001 
กระบวนการที่ 1 : P1  และ กระบวนการที่ 2 : P2.    
กลุมควบคุมที่ 1 ใชเปรียบเทียบกับกลุมทดสอบที่ 500-2,000 มิลลิกรัม /กิโลกรัม. 
กลุมควบคุมที่ 2 ใชเปรียบเทียบกับกลุมทดสอบที่ 2,000 มิลลิกรัม /กิโลกรัม ระยะหยุดการปอน 30 วัน. 
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ผลการตรวจทางพยาธิจุลวิทยาแสดงผลดังตอไปนี:้ 
 
ปอด 
 พบลักษณะการรวมตัวของ Eosinophil ปริมาณเล็กนอยบริเวณหลอดลมฝอยและผนังของ
ถุงลม กระจายในหนูทุกกลุม และไมสัมพันธกับขนาดความเขมขนของไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํา
กระบวนการที่ 1 และ 2. สวนผล peribroncial/peri-bronchiolar lymphoid foci ปริมาณเล็กนอย พบ
กระจายในกลุมควบคุมและกลุมอื่นๆ และพบลักษณะ hemorrhage, congestion และ edema ของ 
parenchyma เพียงเล็กนอย 1-2 ตัว. จากผลที่ปรากฏอาจสรุปไดวา พยาธิสภาพที่เกิดขึ้นนั้น อาจเปน
ผลจากการเลี้ยงดูและการจัดการสัตวทดลองมากกวา เปนผลจากความเปนพิษของน้ํามันสบูดํากระ- 
บวนการ 1 และ2. 
 
ตับ 
 พบลักษณะความเปลี่ยนแปลงทางจุลกายวิภาคของ hepatocyte ดังตอไปนี้ centilobolar 
fatty change, kartomegaly and anisokaryosis, binucleation และ congestion ในปริมาณเล็กนอย 
กระจายในกลุมควบคุมและกลุมทดสอบตางๆ อยางไมมีนัยสําคัญ ของไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํา
กระบวนการที่ 1 และ 2.  นอกจากนี้ ยังพบลักษณะ mitosis ของ hepatocyte ปริมาณเล็กนอย, 
เฉพาะในหนูเพศเมียที่ไดรับไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํากระบวนการ 2 ในขนาด 2000 มิลลิกรัม/
กิโลกรัม. 
 
ไต 
 ไมพบลักษณะความเปลี่ยนแปลงทางจุลกายวิภาคใดๆ ของ glomerular ในหนูทุกกลุม. การ
เปลี่ยนแปลงทางจุลกายวิภาคที่พบในปริมาณเล็กนอยมีดังตอไปนี้ congestion บริเวณ corticome-
dullary junction, pyknosis ของเซลล proximal tubular epithelium, segment epithelium, distal 
tubular epithelium พบกระจายในกลุมควบคุมและกลุมทดสอบตางๆ อยางไมมีนัยสําคัญของไบโอ
ดีเซลน้ํามันสบูดํากระบวนการที่ 1 และ 2. 
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สมอง 
 ไมพบลักษณะ vacuolation ของเนื้อสองสวน white matter ในกลุมควบคุมและกลุมที่
ไดรับสารทดสอบในขนาดตางๆ. อยางไรก็ตาม พบลักษณะของ vacuolation ปริมาณเล็กนอยที่
บริเวณดังกลาวในกลุมที่หยุดพักยา 30 วัน รวมทั้งกลุมควบคุมที่เล้ียงตออีก 30 วันของของไบโอ
ดีเซลน้ํามันสบูดํากระบวนการที่ 1 และ 2 ผลดังกลาวอาจเกิดขึ้นจากขั้นตอนการทําสไลด. 
 
หัวใจ 
 พบลักษณะ fatty change ของ myocardial fiber ปริมาณเล็กนอย กระจายในกลุมควบคุม
และกลุมที่ไดรับไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํากระบวนการที่ 1 และ 2. 
 
รังไข 
 พบลักษณะ fatty change ของ luteal cell และ single cell necrosis/apoptosis ของ granulose 
cell เพียงเล็กนอยในหนูทุกกลุม. 
 
อัณฑะ 
 ไมพบลักษณะความเปลี่ยนทางจุลกายวิภาคใดๆ ในหนูทุกกลุม. 
 
3.7  ผลการทดสอบความเปนพิษตอโครโมโซมสัตวทดลอง  

ผลจากการประเมินคาความเปนพิษตอโครโมโซมในเซลลไขกระดูกของหนูขาว พบวา 
“ไบโอดีเซล กระบวนการที่ 1 และ 2” ขนาด 2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว มีผลทําใหคา 
%Mitotic Index ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ทั้งหนูเพศผู (ตารางที่ 15) และเพศเมีย (ตารางที่ 
16). แสดงวา “ไบโอดีเซล กระบวนการที่ 1 และ 2” อาจมีฤทธิ์เปนพิษตอเซลลไขกระดูกเมื่อไดรับ
ในปริมาณสูง ในขณะที่ไมมีผลทําใหเกิดความเสียหายตอโครโมโซม เมื่อเปรียบเทียบกับกลุม
ควบคุม. 
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ตารางที่  15. ผลการประเมินความเปนพษิตอโครโมโซมในเซลลไขกระดูกของหนขูาวเพศผู
หลังจากไดรับ “ไบโอดีเซล น้ํามันสบูดํา กระบวนการที่1 และ 2” ขนาด 2,000 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม น้ําหนักตวั นาน 24 ชั่วโมง เทียบกับ Cyclophosphamide 50 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม (n = 5) 

 
a แสดงเปนคา Mean ± SEM 
b Mitotic Index (M.I.) = นับจํานวนเซลลในระยะเมตาเฟสทั้งหมด 2,000 เซลลตอหนู 1 ตัว 
c ดูความเสียหายของโครโมโซมทั้งหมด 50 เซลลตอหนู 1 ตัว 
* แตกตางจากกลุมที่ 1 อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ ที่ p< 0.05 
 
ตารางที่  16.    ผลการประเมินความเปนพษิตอโครโมโซมในเซลลไขกระดูกของหนขูาวเพศเมีย

หลังจากไดรับ “ไบโอดีเซล น้ํามันสบูดํา กระบวนการที่1 และ 2” ขนาด 2,000 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม น้ําหนักตวั นาน 24 ชั่วโมง Cyclophosphamide 50 มิลลิกรัม/
กิโลกรัม (n = 5) 

 
a แสดงเปนคา Mean ± SEM 
b Mitotic Index (M.I.) = นับจํานวนเซลลในระยะเมตาเฟสทั้งหมด 2,000 เซลลตอหนู 1 ตัว 
c ดูความเสียหายของโครโมโซมทั้งหมด 50 เซลลตอหนู 1 ตัว 
* แตกตางจากกลุมที่ 1 อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ ที่  p< 0.05 

a,cชนิดความเสียหายของโครโมโซม 
กลุม ตัวอยางทดสอบ 

a,bMitotic 
Index (%) Break Exchange Multiple Ab 

จํานวนเซลลท้ังหมดที่เกิด
ความเสียหายตอ

โครโมโซม 
1 น้ํากลั่น 6.12 ± 0.20 0 0 0 0 
2 ไบโอดีเซล 1 *4.90 ± 0.15 0 0 0 0 
3 ไบโอดีเซล 2 *4.81 ± 0.18 0 0 0 0 
4 Cyclophosphamide *2.79 ± 0.1 *17.80 ± 3.1 *5.00 ± 1.1 *4.60 ± 1.7 *16.00 ± 2.1 

a,cชนิดความเสียหายของโครโมโซม 
กลุม ตัวอยางทดสอบ 

a,bMitotic 
Index (%) Break Exchange Multiple Ab 

จํานวนเซลลท้ังหมดที่เกิด
ความเสียหายตอ

โครโมโซม 
1 น้ํากลั่น 6.05 ± 0.18 0 0 0 0 
2 ไบโอดีเซล 1 *4.66 ± 0.21 0 0 0 0 
3 ไบโอดีเซล 2 *4.43 ± 0.20 0 0 0 0 
4 Cyclophosphamide  *2.73± 0.2 *8.80 ± 1.9 *7.20 ± 1.5 *7.60 ± 4.3 *21.40 ± 2.85 
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3.8 ผลการทดสอบความเปนพิษตอเซลลเนื้อเยื่อสัตว 
จากการทดสอบความเปนพิษตอเซลล (cytotoxic) ของไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํากระบวนการ

ที่ 1 และ 2 ที่ความเขมขน 5, 10, 15 และ 20 % โดยวิธี MTT assay, พบวา รอยละของเซลลที่มีชีวิต
รอดลดลง ตามความเขมขนของสารละลายไบโอดีเซลที่เพิ่มขึ้น (รูปที่ 4) เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม, 
ซ่ึงเปนผลจากการที่สารละลายไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํามีผลตอไมโตรคอนเดรียของเซลล โดยไปมี
ผลยับยั้งการแบงตัวและการเจริญเติบโตของเซลล L929. ผลจากการคํานวณสรุปไดวา ระดับความ
เขมขนของ “ไบโอดีเซลชนิดที่ 1 และ 2” ที่มีผลทําใหปริมาณเซลลลดลงกึ่งหนึ่ง (IC50) เมื่อเทียบกับ
กลุมควบคุม คือ ที่ระดับ 17.09 และ 16.36 %v/v, ตามลําดับ.  

 
ตารางที่ 17.  ความเขมขนของไบโอดีเซลกระบวนการที่ 1 และ 2 ท่ี 50 % ตอการยับยัง้การเจริญ 
 ของเซลล L 929   

ตัวอยางทดสอบ IC50 
ไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํา กระบวนการ 1  17.09 %v/v 
ไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํา กระบวนการ 2 16.36 %v/v 
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รูปท่ี 4.  ลักษณะของเซลลเม่ือไดรับไบโอดีเซลกระบวนการ ท่ี 1 และ 2 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม.  
(a) : แสดงภาพถายเซลลเมื่อสัมผัส 20%v/v Biodiesel กระบวนการที่ 1  ครบ 24 h. 
(b) : แสดงภาพถายเซลลเมื่อสัมผัส 20%v/v Biodiesel กระบวนการที่ 2  ครบ 24 h. 
(c) : แสดงภาพถายเซลลเมื่อสัมผัส 5%v/v Biodiesel กระบวนการที่ 1  ครบ 24 h. 
(d) : แสดงภาพถายเซลลเมื่อสัมผัส 5%v/v Biodiesel กระบวนการที่ 2  ครบ 24 h. 
(f) : แสดงภาพถายเซลลกลุมควบคุมเมื่อไมไดสัมผัสสารทดสอบ (Negative control) ครบ 24 h. 
(g) : แสดงภาพถายเซลลกลุมควบคุมเมื่อสัมผัส 5% DMSO (Positive control) ครบ 24 h. 
 

(a) (b) 

(d) (c) 

(f) (g) 
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4. สรุปผลการทดลอง 
 

ผลจากการศึกษาความปลอดภัยของผลิตภัณฑจากเมล็ดสบูดํา 5 ชนิด ไดแก กลีเซอรีน
น้ํามันสบูดําแหลงที่1 กระบวนการที่ 2, น้ํามันสบูดํา แหลงที่ 1 (สุพรรณบุรี), น้ํามันสบูดําแหลงที่ 2 
(ปทุมธานี),ไบโอดีเซลน้ํามันสบูดําแหลงที่ 1  จากกระบวนการที่ 1 และ 2.  โดยกระบวนการผลิต 
ไบโอดีเซลที่ 1 เปนกระบวนการที่ทําปฏิกิริยาเสร็จสิ้นสมบูรณ, ขณะที่กระบวนการที่ 2 เปน
กระบวนการที่ทําปฏิกิริยาและทําการแยกชั้น โดยยังไมผานกระบวนทําใหบริสุทธิ์, สามารถสรุป
ผลไดดังนี้: 
 1. ผลิตภัณฑจากสบูดําทั้ง 5 ชนิด มีเพยีงกลีเซอรีนชนดิเดียวที่มีผลกอความระคายเคือง
ตอผิวหนังกระตายในชัว่โมงที่ 1, จากนั้น อาการบวมแดงที่พบจะหายเปนปกติ อาจจะเปนผลจาก
กลีเซอรีนที่ไดมาจากกระบวนที่ 2 ซ่ึงเปนกระบวนการที่ไมผานการทําใหบริสุทธิ์. 
 2.    ผลิตภัณฑจากสบูดําทั้ง 5 ชนิด มีผลกอความระคายเคืองตอดวงตาภายใน 24 ช่ัวโมง 
โดยจะพบวา กลีเซอรีนกอใหเกิดอาการบวมและแดงตอเยื่อบุตารุนแรงกวาตัวอยางอื่นๆ. อยางไรก็
ตาม หลังจาก 24 ช่ัวโมง อาการบวมและแดงของเยื่อบุตาจากทุกตัวอยางจะหายเปนปกติ. แสดงให
เห็นวา ความไมบริสุทธิ์ของกลีเซอรีนอาจมีสารที่กอใหเกิดความระคายเคืองตอดวงตา. 
 3.  ผลิตภัณฑจากสบูดําทั้ง 5 ชนิด มีคา LD50 จากการกินมากกวา 2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
น้ําหนักตัว ในหนูขาวพันธุ Wistar ทั้งเพศผูและเพศเมีย, แสดงวา ผลิตภัณฑจากเมล็ดสบูดํา 
(Jatropha curcas L.)  ที่ปลูกในประเทศไทยมีความปลอดภัยคอนขางสูง. 
 4.   ผลิตภัณฑจากสบูดําทั้ง 5 ชนิด มีคา LD50 จากการสัมผัสทางผิวหนังนาน 24 ช่ัวโมง
มากกวา 2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว ในหนูขาวพันธุ Wistar ทั้งเพศผูและเพศเมีย, แสดงวา 
ผลิตภัณฑจากเมล็ดสบูดํา (Jatropha curcas L.)  ที่ปลูกในประเทศไทยมีความปลอดภัยคอนขางสูง. 
 5.   ผลิตภัณฑไบโอดีเซลจากน้ํามันสบูดํา กระบวนการที่ 1 และ 2  ขนาดความเขมขน 1.5 
ppm/ พื้นที่ 0.34  ลูกบาศกเมตร (1.5 มิลลิกรัม/ลิตร)  ไมมีพิษทางการสูดดมในหนูถีบจักร. 
 6.    ผลจากการปอนผลิตภัณฑไบโอดีเซลจากน้ํามันสบูดํา กระบวนการที่ 1 และ 2  ขนาด 
500, 1,000 และ 2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตัว ใหหนูขาวทั้งสองเพศวันละครั้งอยางตอเนื่อง
นาน 30 วัน, พบวา ไมมีผลกอใหเกิดพยาธิสภาพแบบรุนแรงของอวัยวะตางๆ ไดแก ปอด, ตับ, ไต, 
สมอง, รังไข และอัณฑะ, เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม. สําหรับผลทางโลหิตวิทยาของหนูเพศเมียกลุม
ที่ไดรับไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํา กระบวนการที่ 2 มีคา MCV (Mean Corpuscle Volume) สูงกวากลุม
ควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (p< 0.01). โดยที่กลุม satellite มีคา MCV ปกติ, แสดงวา หาก
ไดรับไบโอดีเซล กระบวนการที่ 2 นานตอเนื่องมากกวา 30 วัน, อาจมีแนวโนมทําใหเกิดภาวะ
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โลหิตจางได เนื่องจากมีคา MCV สูงในทุกขนาดความเขมขน. อยางไรก็ตาม ผลทางเคมีคลินิกของ
เลือดและปสสาวะมีคาปกติ ไมแตกตางจากกลุมควบคุม, แสดงวาไบโอดีเซลน้ํามันสบูดํากระบวน-
การที่ 1 และ 2 ไมมีผลตอการทํางานของตับและไต. 

 7.   ผลจากการปอนผลิตภัณฑไบโอดีเซลจากน้ํามันสบูดาํ กระบวนการที่ 1 และ 2  ขนาด  
2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตวั ภายใน 24 ช่ัวโมง, ไมมีผลตอ chromosome aberration แตมีผล
ทําใหคา  Mitotic Index (%) ลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (p< 0.05) ทั้งหนูเพศผูและเพศเมยี, 
แสดงวา ไบโอดีเซลน้ํามันสบูดําขนาด 2,000 มิลลิกรัม/กิโลกรัมน้ําหนักตวั ไมมผีลกอกลายพนัธุ
แบบเฉียบพลัน แตมีผลเปน cytotoxic (Babu et. al. 2008).  

8.  จากการศึกษาความเปนพิษตอเซลลดวยวิธี MTT assay, พบวา ความเขมขนของไบโอ
ดีเซลน้ํามันสบูดํากระบวนการที่ 1 และ 2 ที่มีผลทําลายเซลลกลามเนื้อหนู L929 ที่ระดับ 50% (IC50) 
มีคา 17.09 %v/v และ 16.36 %v/v, ตามลําดับ, แสดงวา ไบโอดีเซลน้ํามันสบูดําทั้ง 2 กระบวนการมี
ผลเปนพิษตอเซลล (cytotoxic) ที่ ความเขมขนตั้งแตรอยละ 16 ขึ้นไป. 
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5.  ผลกระทบของโครงการ 
 
 ผลจากการศึกษาดานความปลอดภัยของผลิตภัณฑสบูดาํในครั้งนี้ พบวาเปนองคความรูที่มี
ผลกระทบตอดานตางๆ ของประเทศทั้งทางตรงและทางออม ดังตอไปนี้: 

1. ดานเศรษฐกิจ 
 -  ชวยเพิ่มรายไดใหเกษตรกรจากการเพาะปลูกตนสบูดํามากขึ้น. 
 -   ชวยสนับสนุนใหมีการใชพลังงานทดแทน. 
 

2. ดานสงัคม 
 -   มีความปลอดภัยคอนขางสูงตอสุขภาพของประชากร. 
 -   สงเสริมใหวิสาหกจิชุมชนมีรายไดเพิ่มขึ้น. 

-   ประชากรมชีีวิตและความเปนอยูดีขึน้จากการพัฒนาสบูดําใชทดแทนพลังงาน. 
 
3. ดานสิง่แวดลอม 

 -   ชวยลดภาวะโลกรอน. 
 -    ลดภาวะมลพิษจากสารคารบอนมอนนอกไซดในบรรยากาศ. 
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6. ขอเสนอแนะ 
 

 1.  เนื่องจากกลีเซอรีนหรือกลีเซอรอลเปน by-product ที่ไดจากกระบวนการผลิตไบโอ
ดีเซลน้ํามันสบูดํา กระบวนการที่ 2 ซ่ึงเปนผลผลิตที่มีการใชในอุตสาหกรรมยา, เครื่องสําอาง, 
อาหาร, โดยเฉพาะอุตสาหกรรมพลาสติกมีการใชหลายลานปอนดในแตละป  (Definition from 
Answers.com 2010), หากมีการวิจัยและดําเนินการตอยอดในการผลิตสารดังกลาว จะสามารถชวย
ทดแทนหรือลดการนําเขาของสารกลีเซอรีนจากตางประเทศ เนื่องจากสถิติของกรมศุลกากร (Thai 
Customs Department 2010) พบวา มีปริมาณการนําเขากลีเซอรีนเพิ่มขึ้นมากกวา 10,000 เทา ภายใน 
3 ป (พ.ศ. 2549-2551). 
 2.  ควรจะมีการดําเนินการผลิตไบโอดีเซลน้ํามันสบูดําตามกระบวนการที่ 2  และแยกสวน
ของกลีเซอรีน ซ่ึงเปนผลพลอยไดจากกระบวนการทําใหบริสุทธิ์, ซ่ึงจะเปนการทําใหสบูดํามีมูลคา 
เพิ่มมากขึ้นและถูกนํามาใชอยางครบวงจร และเปนพลังทดแทนอยางยั่งยืน. 
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ภาคผนวก 
 
ใบรับรองผลการพิจารณาตามจรรยาบรรณการใชสตัวทดลอง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 52

การคํานวณความเขมขนของตัวอยางตอการตายของเซลลก่ึงหนึ่ง (IC50)  

y = -3.3417x + 107.11
R2 = 0.9943
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IC50 = 17.09 %v/v 

อัตราการรอดชีวิตของเซลลเมื่อสัมผัสสารทดสอบไบดีเซลกระบวนการที่ 1 ที่ความเขมขน
ตาง ๆ.  
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IC50 = 16.36 %v/v  

อัตราการรอดชีวิตของเซลลเมื่อสัมผัสสารทดสอบไบโอดีเซลกระบวนการที่ 2 ที่ความ
เขมขนตางๆ.  
 
 




